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Streszczenie w języku polskim 
 Translacja jest jednym z najważniejszych procesów w każdej żywej komórce.  
U organizmów eukariotycznych zdecydowana większość transkryptów podlega kanonicznej 
translacji, która zachodzi według modelu skanującego. Po rozpoznaniu kodonu startu 
translacji przez małą podjednostkę rybosomu i przyłączeniu dużej podjednostki następuje 
synteza białka na matrycy mRNA, która ulega terminacji gdy rybosom dociera do kodonu 
STOP. Następuje wówczas dysocjacja rybosomu oraz odłączenie mRNA i nowopowstałego 
peptydu. 
 Inicjacja translacji nie zawsze jednak zachodzi z kodonu AUG. W niektórych 
przypadkach miejsce startu translacji stanowią również kodony inne niż AUG (non-AUG). 
Możliwe jest również wykorzystanie do translacji jednego transkryptu dwóch miejsc: 
kanonicznego kodonu AUG i alternatywnego non-AUG położonego poniżej lub powyżej.  
W wyniku takiego procesu syntetyzowanych jest kilka izoform białek, podstawowa powstała 
z kanonicznego miejsca inicjacji translacji i dodatkowe syntetyzowane z kodonu non-AUG. 
Wykorzystanie alternatywnego miejsca inicjacji translacji (aTIS) wydaje się bardziej 
powszechne u wirusów i w komórkach ssaczych, natomiast u drożdży Saccharomyces 
cerevisiae opisano do tej pory tylko pięć takich przypadków, dla których kanoniczny wariant 
białka jest obecny w cytozolu, a wydłużona izoforma lokalizuje się w mitochondrium.  
W pracy wykazano, że u drożdży zjawisko syntezy dwóch form białkowych dzięki 
wykorzystaniu aTIS jest zdecydowanie bardziej powszechne niż sądzono i w wielu 
przypadkach prowadzi do podwójnej lokalizacji białek. Wykonane analizy bioinformatyczne 
wskazują, że około 2/3 białek w genomie drożdżowym może posiadać non-AUG aTIS,  
z czego ponad 500 zyskuje lokalizację mitochondrialną w formie wydłużonej. 
Eksperymentalnie potwierdzono lokalizację mitochondrialną 23 różnych białek, z których  
19 nie było wcześniej obserwowane w mitochondriach. Ponadto, przeprowadzono 
systematyczne badania dotyczące podwójnej lokalizacji białka Trz1, które wykazały, że to 
właśnie wydłużona izoforma odpowiada za jego funkcje mitochondrialne. 
 Dane przedstawione w pracy pozwalają na wyjaśnienie złożoności i różnorodności 
proteomu mitochondrialnego oraz wskazują na znaczący wpływ inicjacji translacji z kodonów 
non-AUG w tworzeniu alternatywnych form białek, które mogą pełnić różnorakie funkcje. 
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Streszcznie w języku angielskim 
Translation is one of the most important processes in every living cell. In eukaryotes  
the majority of transcripts are translated in a canonical manner usingthe scanning model  
of translation. After joining of the large ribosome subunit, the mature ribosome starts 
translation and synthesizes protein until the STOP codon is reached. The ribosome then splits 
into two subunits and the mRNA which encoded the nascent protein is released. 
However, translation initiation does not always occur at an AUG start codon. In some 
cases, non-AUG codons serve as translation initiation start sites. It is possible to utilise two 
different codons as start sites in one transcript: a canonical AUG and an alternative upstream 
or downstream non-AUG. Utilization of non-AUG alternative translation initiation sites 
(aTIS) is most common in viruses and mammalian cells. In the yeast Saccharomyces 
cerevisiae, five described cases concern proteins that are translated from upstream  
near-cognate start codons as N-terminally extended variants that localize to mitochondria. 
In this work I show that in yeast the potential for producing alternative protein isoforms 
by non-AUG translation initiation is much more prevalent than previously anticipated and 
may generate an unidentified pool of mitochondrial proteins. A bioinformatics analysis 
performed in my research group shows that about 2/3 of proteins in the yeast genome have 
predicted one or more upstream aTIS, with more than 500 gains in mitochondrial localisation 
as the extended isoforms. I confirmed mitochondrial localisation of 23 different proteins 
previously not recognized as mitochondrial whose standard forms do not carry an MTS. I also 
analysed the dual localisation of the Trz1 protein, which has been shown to localise and 
function in both the nucleus and mitochondria. I verified that the extended non-AUG isoform 
is responsible for mitochondrial localisation and functions of Trz1. 
My data highlight the potential of non-canonical translation initiation in expanding  
the capacity of the mitochondrial proteome and possibly also other cellular features.  
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Wykaz skrótów, najczęściej używanych w pracy: 
aa-tRNA – aminoacylowany tRNA 
ABCE1 - białko wiążącego kasetę ATP z podrodziny E (ang. ATP-binding cassette subfamily E member 1; 
aTIS – alternatywne miejsce inicjacji translacji (ang. alternative translation initiation site) 
CITE – wzmaczniacze translacji niezależne od struktury kapu (ang. cap-independent translation enhancers) 
eEF – eukariotyczny czynnik elongujący (ang. eukariotic elongation factor) 
eIF  – eukariotyczny czynnik inicjujący (ang. eukariotic initation factor) 
eRF – eukariotyczny czynnik uwalniający (ang eukaryotic realase factor) 
IRES – wewnętrzne miejsce wiązania rybosomu (ang. internal ribosome entry site) 
Miejsca E, P, A – miejsca w rybosomie, kluczowe dla mechanizmu translacji: wyjścia E (ang. exit site), 
peptydylowe P (ang. peptidyl site) i aminoacylowe A (ang. aminoacyl site) 
MT-NTE – mitochondrialne białko NTE 
MTS- – izoformy NTE tracące lokalizację mitochondrialną w stosunku do formy podstawowej (ang. MTS loss) 
MTS – sygnał lokalizacji mitochondrialnej (ang. mitochondrial targeting signal) 
MTS+ – izoformy NTE zyskujące lokalizację mitochondrialną w stosunku do formy podstawowej (ang. MTS 
gain) 
Non-AUG – niekanoniczny kodon startu translacji (inny niż AUG) 
NTE – wydłużenie na końcu N (ang. N-terminal extention) 
ORF – otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame) 
PABP – białko wiążące ogon poli(A) (ang. poli(A) binding protein)  
PIC – kompleks preinicjujący (ang. preinitiation complex) 
PRF – programowana zmiana ramki odczytu (ang. programmed ribosomal frameshifting) 
Ribo-seq – analiza profilowania rybosomów (ang. ribosome profiling) 
SGD – Saccharomyces Genome Database 
SLIC – metoda jednoetapowego klonowania niezależnego od ligacji (ang. one-step sequence- and ligation-
independent cloning) 
TAP(-tag) – znacznik TAP (ang. Tandem Affinity Purification tag) 
TIS – miejsce inicjacji translacji (ang. translation initiation site) tu: miejsce inicjacji translacji z kanonicznego 
kodonu AUG 
TISU – inicjator translacji krótkich 5’UTR (ang. translation  initiator  of  short 5’ UTRs) 
TSS – miejsce startu transkrypcji (ang. transcription start site) 
TURBS - terminacja powyżej miejsca wiązania rybosomu (ang. termination upstream ribosome binding site) 
uORF – otwarta ramka odczytu, położona powyżej (ang. upstream ORF) 
UTR 5’ – rejon 5’ niepodlegający translacji (ang. 5’ untranslated region) 
YPD – pożywka pełna do hodowli drożdży z glukozą jako źródłem węgla 
YPG – pożywka pełna do hodowli drożdży z glicerolem jako źródłem węgla 
YPGal – pożywka pełna do hodowli drożdży z galaktozą jako źródłem węgla 
 




Translacja (z łaciny translatio) jest jednym z podstawowych procesów, zachodzących 
w każdej komórce. Jest ostatnim etapem transferu genów według centralnego dogmatu 
biologii molekularnej (Crick, 1970), a jednocześnie najbardziej kosztownym energetycznie 
procesem w komórce (Gunišová et al., 2018). Składa się z trzech etapów: inicjacji, elongacji 
oraz terminacji, które są regulowane przez odpowiednie czynniki translacyjne. 
Kanoniczne miejsce startu translacji stanowi kodon AUG, który odpowiada  
za inkorporację metioniny u organizmów eukariotycznych lub formylometioniny u bakterii. 
Standardowy kod genetyczny obejmuje trzy kodony STOP: UAA (orche), UAG (amber), 
UGA (opal), lecz u niektórych glonów i pierwotniaków może być ich mniej (Jackson et al., 
2012).  
Synteza białka odbywa się przy udziale skomplikowanej maszynerii translacyjnej, 
której głównym składnikiem są rybosomy: kompleksy rybonukleoproteinowe zbudowane  
z RNA i białek. Rybosomy zostały odkryte w 1955 roku, kiedy zaobserwowano je pod 
mikroskopem jako małe granule w cytoplazmie, składające się głównie z RNA (Palade, 
1955). Rybosomalny RNA (rRNA) stanowi przeważającą większość całkowitego RNA  
w komórce. U eukariontów składają się z dwóch podjednostek: małej 40S, która odpowiada 
za wiązanie mRNA i dużej 60S, gdzie powstaje łańcuch polipeptydowy. Duża podjednostka 
posiada trzy miejsca, biorące udział w biosyntezie białka: miejsce wyjścia E (ang. exit site), 
peptydylowe P (ang. peptidyl site) i aminoacylowe A (ang. aminoacyl site) (Ramakrishnan, 
2002). Ze względu na szczególnie istotną rolę rybosomów w komórce ich budowa, włączając 
strukturę poszczególnych miejsc i ich położenie w rybosomie, została dokładnie poznana 
dzięki badaniom krystalograficznym oraz obserwacjom mikroskopowym zamrożonych 
preparatów techniką Cryo-EM w rozdzielczości 2,9 Å dla najbardziej stabilnych rejonów 
(Ramakrishnan, 2014; Brown i Shao, 2018). 
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Kanoniczna translacja 
Zdecydowana większość eukariotycznych mRNA jest syntetyzowana w sposób 
kanoniczny, zależny od struktury kapu 5’. Pierwszym procesem translacji jest inicjacja, 
polegająca na przyłączeniu się rybosomu do matrycowego RNA (mRNA) i inkorporacji 
pierwszego aminokwasu.  
 
Fig 1. Model kanonicznej translacji zależnej od struktury kapu 5’ u organizmów eukariotycznych.  
Na schemacie położono szczególny nacisk na inicjację translacji (a-h). Na podstawie (Jackson et al., 2010). 
Szczegółowy opis w tekście. 
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Inicjacja translacji wymaga obecności rozdzielonych podjednostek rybosomów.  
U organizmów eukariotycznych inicjacja translacji to proces utworzenia gotowego do syntezy 
białka rybosomu 80S, gdzie kodon inicjujący jest sparowany z inicjatorowym tRNAMet  
w miejscu P w rybosomie. Ten najbardziej skomplikowany, dwuetapowy proces wymaga 
przynajmniej dziewięciu eukariotycznych czynników inicjujących eIF (ang. eukaryoitic 
initation factor). Pierwszym etapem inicjacji translacji jest utworzenie kompleksu 
inicjującego 48S, gdzie kodon inicjujący jest sparowany z inicjatorowym tRNAMet w miejscu 
P podjednostki 40S rybosomu. Drugi polega na połączeniu kompleksu 48S z podjednostką 
60S i uformowaniu gotowego do translacji rybosomu 80S (Jackson et al., 2010; Shirokikh  
i Preiss, 2018). 
W przypadku większości mRNA, kompleks 48S formuje się w wyniku mechanizmu 
skanowania. Najpierw powstaje kompleks preinicjujący PIC (ang. preinitation complex)  
o masie 43S (Fig 1b), składający się z podjednostki 40S rybosomu, tymczasowego kompleksu 
eIF2-TC (eIF2-GTP-tRNAMet) (Fig 1a), eIF3, eIF1, eIF1A oraz eIF5. Do struktury kapu 5’ 
wiążą się eIF4A, eIF4B, eIF4E, eIF4G wraz z białkiem wiążącym ogon poli(A) PABP  
(ang. poly(A)-binding protein) (Fig 1c), a następnie rekrutują PIC (Fig 1d), który rozpoczyna 
skanowanie 5’UTR mRNA w kierunku 5’→3’ (Fig 1e) aż do znalezienia kodonu inicjującego 
(Fig 1f). Po jego rozpoznaniu formuje się kompleks 48S, a eIF5 i eIF5B aktywują hydrolizę 
GTP związanego z eIF2, po czym czynniki inicjujące są zastępowane i dołączana jest 
podjednostka 60S rybosomu (Fig 1g-h) (Jackson et al., 2010; Lind et al., 2017; Shirokikh  
i Preiss, 2018). Oprócz eIF4E również inne czynniki inicujące, które wiążą strukturę kapu, 
mogą rekrutować kompleks PIC. W przypadku mRNA c-Jun specyficzna struktura RNA 
blokuje odziaływanie eIF4E z kapem, umożliwiając wiązanie innego czynnika inicującego, 
eIF3d (Lee et al., 2016). 
Inicjacja translacji jest ściśle regulowana, przede wszystkim na dwóch poziomach. 
Pierwszy z nich polega na kontroli aktywności czynników translacyjnych głównie poprzez 
fosforylację. Mechanizm ten jest najlepiej poznany dla eIF2 i eIF4F, których fosforylacja jest 
kluczowa w odpowiedzi na infekcję wirusową. Drugi poziom dotyczy regulacji ilości  
i stabilności samego mRNA, np. przez cząsteczki mikro RNA (miRNA) oraz różnorodne 
białka wiążące RNA, w szczególności PABP wiążące ogon poli(A), które bezpośrednio 
oddziałują z eIF (Jackson et al., 2010). Obecnie dzięki badaniom strukturalnym możemy 
dokładniej poznać mechanikę działania kompleksu preinicjującego i samego procesu 
translacji (Lind et al., 2017). 
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 Po ulokowaniu tRNAMet w miejscu P w rybosomie, inicjacja ulega zakończeniu  
i rozpoczyna się elongacja translacji (Fig 1i), czyli przyłączanie kolejnych aminokwasów  
i w efekcie synteza białka. Kolejne aminokwasy są dostarczane przez odpowiedni tRNA  
do miejsca A w rybosomie. Pośredniczy w tym eukariotyczny czynnik elongujący eEF1A 
(ang. eukaryotic elongation factor), aktywowany wcześniej przez związanie GTP.  
eEF1A-GTP w kompleksie z aa-tRNA wiąże się z miejscem A rybosomu, gdzie następuje 
parowanie między kodonem w mRNA a antykodonem tRNA, co prowadzi do hydrolizy GTP. 
Uwalniany jest eEF1A-GDP, a tRNA pozostaje w miejscu A rybosomu. Między 
aminokwasami w miejscach A i P spontanicznie dochodzi do stworzenia wiązania 
peptydowego, w czym pośredniczy eIF5A, związany z miejscem E rybosomu. W tym czasie 
nowopowstały peptyd jest przesuwany z miejsca A w stronę miejsca P, w czym bierze udział 
eEF2 oraz centrum peptydylowo-transferowe PTC (ang. peptidyl transferase center) w dużej 
podjednostce rybosomu. aa-tRNA, który wcześniej znajdował się w miejscu P, przesuwa się 
do miejsca E rybosomu, gdzie tRNA jest uwalniany. Do pustego miejsca A przyłącza się 
kolejny tRNA przy pomocy eEF1-GTP i cykl się powtarza (Dever et al., 2018).  
 Ostatnim etapem translacji jest terminacja (Fig 1j) i recykling podjednostek rybosomu 
i mRNA (Fig 1k), który rozpoczyna się, gdy w miejscu A rybosomu znajdzie się kodon 
STOP. Za rozpoznanie kodonów STOP odpowiada eukariotyczny czynnik uwalniający eRF1 
(ang. eukaryotic realase factor 1). Energię potrzebną do przeprowadzenia reakcji dostarcza 
eRF3 wiążący GTP. Kompleks eRF1-eRF3-GTP przyłącza się do kodonu STOP, następuje 
hydroliza GTP i uwolnienie nowopowstałego peptydu, a kompleks eRF1-eRF3-GDP 
pozostaje związany do rybosomu, tworząc wraz z nim kompleks post-terminacyjny post-TC 
(ang. post-termination complex). eRF3-GDP oddysocjowuje, a pozostały w post-TC eRF1 
bierze udział w recyklingu rybosomu (Bertram et al., 2001; Jackson et al., 2012).  
 Translacja jest procesem cyklicznym i podjednostki rybosomowe, które w niej 
uczestniczą podlegają recyklingowi po zakończeniu syntezy białka (Jackson et al., 2010; 
Jackson et al., 2012). Recyklingowi podlega również mRNA, które służy jako matryca dla 
kolejnych białek (Gunišová et al., 2018). Recykling potranslacyjny wymaga jonów Mg2+ oraz 
ATPazy ABCE1 (ang. ATP-binding cassette subfamily E member 1) wiążącej kasetę ATP  
z podrodziny E. ABCE1 wraz z eRF1 rozdziela rybosom na wolną podjednostkę 60S, tRNA 
oraz związaną z mRNA podjednostkę 40S (Jackson et al., 2010). 
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2. Niekanoniczna translacja 
 Niekanoniczna translacja jest terminem niezwykle szerokim, obejmującym zarówno 
mechanizmy niekanonicznej inicjacji, elongacji i terminacji (Fig 2). Proces ten został po raz 
pierwszy opisany u wirusów, gdzie jest niezwykle ważny dla cyklu replikacyjnego  
i wirulencji, gdyż jest jednym ze sposobów upakowania i wykorzystania małego genomu 
(Firth i Brierley, 2012). Coraz więcej badań wskazuje na to, że podobne mechanizmy działają 
także u innych organizmów. Wykorzystanie niekanonicznej translacji, tak jak alternatywnych 
miejsc startu transkrypcji oraz alternatywnego splicingu pre-mRNA, pozwala na zwiększenie 
różnorodności proteomu przy użyciu mniejszej liczby genów (Touriol et al., 2003; Keren  
et al., 2010; de Klerk i ‘t Hoen, 2015; Dvinge, 2018). Do tej pory opisano różne mechanizmy 
niekanonicznej inicjacji, elongacji i terminacji translacji, które mogą się ze sobą łączyć  
(Fig 2). 
 
Fig 2. Rodzaje niekanonicznej translacji. Dokładny opis poszczególnych mechanizmów w tekście. 
 
2.1. Niekanoniczna inicjacja translacji 
Wśród mechanizmów niekanonicznej inicjacji translacji można wyróżnić niezależne 
od struktury kapu 5’, zależne i niezależne od skanowania mRNA oraz inicjację  
z niekanonicznych kodonów non-AUG.   
 
2.1.1. Mechanizmy translacji niezależne od struktury kapu 5’ 
Kluczowe dla inicjacji translacji jest przyłączenie podjednostki 40S rybosomu  
do struktury kapu 5’ mRNA. Oddziaływanie małej podjednostki rybosomu z mRNA może 
także zachodzić niezależnie od kapu, m.in. za pośrednictwem struktur drugorzędowych, 
takich jak IRES (ang. internal ribosome entry site) czy CITE (ang. cap-independent 
translation enhancers), albo modyfikacji RNA (np. m6A), które wiążą czynniki translacyjne  
i rybosom (Sriram et al., 2018). 
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Fig 3. Mechanizmy inicjacji translacji niezależne od struktury kapu. Czerwoną strzałką zaznaczono inicjację 
translacji, żółty prostokąt oznacza ORF (ang. open reading frame) ulegający translacji. Szczegółowy opis  
w tekście. 
 
Wewnętrzne miejsca wiązania rybosomu IRES (Fig 3a) to umiejscowione w 5’UTR 
mRNA specyficzne struktury RNA, które są rozpoznawane przez rybosomy. Zostały po raz 
pierwszy odkryte u Picornaviridae i obecnie wyróżnia się ich cztery klasy (Mailliot i Martin, 
2018; Martinez-Salas et al., 2018). Na poziomie sekwencji wirusowe IRES nie są szczególnie 
konserwowane ewolucyjnie, ale na poziomie struktury wykazują znaczące podobieństwo 
(Martinez-Salas et al., 2018). Są powszechne w mRNA wirusów atakujących komórki 
eukariotyczne, ponieważ imitują kap 5’ do którego wiążą się rybosomy (Firth i Brierley, 
2012). W ten sposób pozwalają obejść komórkowe zabezpieczenia inicjacji translacji zależnej 
od kapu, prowadząc do produkcji białek wirusowych i replikacji wirusa (Sriram et al., 2018). 
Z powodu swojej charakterystycznej budowy, wirusowe IRES są brane pod uwagę jako cele 
w terapiach przeciwwirusowych. Obecnie bada się działanie modyfikowanych 
antysensownych oligonukleotydów, siRNA, morfolinowych oligomerów, aptamerów  
i małych cząsteczek, będących pochodnymi benzimidazolu (Martinez-Salas et al., 2018).  
IRES występują też naturalnie u organizmów komórkowych, zarówno bakteryjnych 
jak i jądrowych (Touriol et al., 2003; Kearse i Wilusz, 2017). Około 10% genów  
w komórkach ludzkich posiada elementy IRES, z których większość znajduje się w rejonach 
5’UTR, lecz zaobserwowano je również w 3’UTR (Weingarten-Gabbay et al., 2016; Kwan  
i Thompson, 2018). Zostały wykryte głównie w mRNA czynników transkrypcyjnych (21%), 
czynników wzrostu (15%) oraz transporterów, receptorów i kanałów błonowych (22%) 
(Lacerda et al., 2017). IRES rekrutują zarówno kanoniczne jak i niekanoniczne czynniki 
translacyjne, co w efekcie prowadzi do związania rybosomu. W komórkach eukariotycznych 
specjalną klasą białek są czynniki ITAF (ang. IRES trans-acting factors) oddziałujące z IRES 
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in trans, które poprzez oddziaływanie z IRES przyczyniają się do rekrutacji rybosomu  
i stabilizacji 40S (Lacerda et al., 2017; Sriram et al., 2018).  
Eukariotyczne IRES dzielą się na dwie grupy. IRES typu „przyłącz i skanuj”  
(ang. “land and scan”) znajdują się niedaleko kodonu start i rekrutują podjednostkę 40S, 
która następnie skanuje mRNA do najbliższego kodonu AUG. Do tej grupy zalicza się m.in. 
IRES białek z rodziny Myc (Spriggs et al., 2009). Druga klasa IRES zawiera sekwencje 
podobne do bakteryjnych sekwencji Shine-Dalgarno, które pomagają rekrutować rybosom  
do mRNA, np. w mRNA IGF1R (ang. insulin-like growth factor 1 receptor) (Meng et al., 
2010). Zadaniem elementów IRES w komórce jest przede wszystkim umożliwienie adaptacji  
do warunków stresowych, podczas których translacja zależna od kapu jest hamowana 
(Mitchell i Parker, 2015). Przeważnie mRNA komórkowe zawierające IRES podlegają 
translacji w kanoniczny sposób, a ich IRES używane są w warunkach stresu (Kwan  
i Thompson, 2018). Dodatkowo IRES wspomagają translację mRNA o silnie 
ustrukturalizowanych UTR, do których kompleks wiążący kap ma utrudniony dostęp (Sriram 
et al., 2018).  
Kolejnym mechanizmem inicjacji syntezy białka, w którym nie pośredniczy kap, jest 
wykorzystanie niezależnych od kapu wzmacniaczy translacji CITE (Fig 3b), które zostały 
opisane po raz pierwszy w genomach roślinnych wirusów z rodziny Tombusviridae (Wu  
i White, 1999). CITE znajdują się w 3’UTR wirusowych mRNA i mogą przybierać rozmaite 
struktury w kształcie liter T, Y, I lub pseudowęzła, w celu rekrutacji kompleksu eIF4F  
i podjednostek rybosomu. W przeciwieństwie do IRES wymagają wolnych końców 5’ 
mRNA, które ściśle regulują ich działanie (Sriram et al., 2018; Kwan i Thompson, 2018). 
CITE są trudne do wykrycia z powodu swojej zmiennej struktury. Zwykle bada się je poprzez 
przyłączenie do genu reporterowego, na przykład lucyferazy. Obecnie wyróżnia się siedem 
klas CITE, różniących się strukturą i charakterystycznych dla danych rodzin wirusów 
(Truniger et al., 2017). CITE są samodzielnymi elementami, które mogą być przenoszone 
między wirusami w wyniku rekombinacji homologicznej, stanowiąc ważny element adaptacji 
wirusów i ich ewolucji (Truniger et al., 2017). W przypadku wirusów roślinnych CITE 
zwiększają stopień ich wirulencji poprzez wspomaganie wydajności namnażania białek 
wirusowych (Du et al., 2017). Elementy CITE obserwuje się również w komórkach 
zwierzęcych (Shatsky et al., 2018), gdzie przeważnie występują na końcach 3’ mRNA,  
ale są też obecne na końcach 5’ (Lacerda et al., 2017). 
 - 17 - 
 
W przypadku inicjacji translacji eukariotycznych mRNA, niezwykle istotne  
są również modyfikacje RNA, a zwłaszcza N6-metylacja adenozyny (m6A) (Fig 3c).  
Jest to najpowszechniejsza (ponad 80%) z podstawowych modyfikacji RNA. Początkowo 
m6A wykrywano głównie w 3’UTR mRNA w okolicach kodonów STOP (93% wszystkich 
m6A w UTR) (Meyer et al., 2012), ale w ostatnich latach zidentyfikowano je również  
w 5’UTR i stwierdzono, że mają wpływ na inicjację translacji. Wykazano, że rozpoznanie 
m6A w tym regionie przez białko YTHDF1 (ang. YTH domain-containing family protein 1) 
stymuluje wiązanie czynnika eIF3 do m6A i w rezultacie promuje translację. Natomiast 
deplecja zarówno metylazy METTL3 odowiedzialnej za syntezę tych modyfikacji,  
jak i YTHDF1, selektywnie inhibuje translację (Coots et al., 2017; Sriram et al., 2018). 
Miejsca do których wiąże się rybosom dzięki modyfikacjom m6A nazwano indukowanymi 
przez m6A miejscami przyłączania rybosomów MIRES (ang. m6A-induced ribosome 
engagement sites) (Lacerda et al., 2017). W istocie, mRNA pozbawione struktury kapu 5’  
a zawierające m6A mogą ulegać translacji w systemach pozakomórkowych in vitro.  
Co więcej, ponieważ m6A bezpośrednio wiąże eIF3, inicjacja translacji zachodzi pod 
nieobecność kompleksu eIF4F. Oznacza to, że modyfikacje m6A, podobnie jak IRES, mogą 
promować syntezę białka nawet w warunkach stresowych (Mitchell i Parker, 2015; Shirokikh 
i Preiss, 2018). Interesujące jest, że modyfikacje m6A wraz z IRES przyczyniają się  
do translacji kolistych cząsteczek RNA (circRNA, ang. circular RNA) w komórkach ludzkich. 
W przypadku m6A działa podobny mechanizm polegający na rekrutacji kompleksu 
preinicjującego przez białko YTHDF1 (Yang et al., 2017). 
 
2.1.2. Mechanizmy inicjacji zależne i niezależne od skanowania 
mRNA 
Inicjacja translacji może zachodzić w sposób niekanoniczny także w kolejnych 
etapach, po związaniu PIC ze strukturą kapu (Fig 4). Jednym z mechanizmów niezależnych 
od tradycyjnego skanowania jest przełączanie rybosomów (ang. ribosome shunting), kiedy 
rybosomy przemieszczają się nieliniowo po mRNA, pomijając niektóre obszary (Fig 4a). 
Pierwszy raz zjawisko to zaobserwowano u wirusa mozaiki kalafiora CaMV  
(ang. Cauliflower mosaic virus) w sekwencji liderowej pgRNA (ang. pregenomic RNA), która 
przyjmuje strukturę drugorzędową spinki do włosów, pomijaną przez rybosomy. Region 
poniżej tej struktury jest bogaty w pary UA, co stanowi miejsce docelowe dla przełączonego 
rybosomu (Fütterer et al., 1990; Pooggin i Ryabova, 2018).  
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Fig 4. Mechanizmy inicjacji niezależne i zależne od skanowania mRNA. Czerwoną strzałką zaznaczono 
inicjację translacji, grubość strzałki odpowiada sile translacji. Żółty prostokąt oznacza ORF ulegający translacji, 
różne odcienie pokazują sąsiadujące ORFy. Zielone strzałki opisują przemieszczanie się rybosomu w sposób 
niekanoniczny. Szczegółowy opis w tekście. 
 
O ile wykorzystanie IRES pozwala na dołączenie rybosomu niezależnie od kapu,  
to przełączanie rybosomów uniezależnia je od kanonicznego mechanizmu skanowania (Firth  
i Brierley, 2012) (Fig 5). Przełączanie rybosomów obserwuje się również u organizmów 
komórkowych (Sriram et al., 2018). Wiele mRNA dla których zachodzi przełączanie 
rybosomów koduje nie tylko standardowy ORF, ale posiada także jedno lub więcej krótkich 
ORF (ang. short ORF; sORF). Po terminacji translacji sORF, rybosom pozostaje związany  
z mRNA i może pominąć kolejne sORF czy struktury drugorzędowe i wznowić translację  
na położonym poniżej głównym ORF (ang. major ORF, mORF) (Kwan i Thompson, 2018). 
 
 
Fig 5. Porównanie mechanizmów niekanonicznej inicjacji translacji, opartych na strukturze 
drugorzędowej RNA. a) kanoniczne skanowanie; b) przełączanie rybosomów; c) IRES. Mniejsze kropki 
pokazują małą podjednostkę rybosomu podczas skanowania mRNA; większe kropki obrazują dużą podjednostkę 
rybosomu, której przyłączenie do PIC rozpoczyna translację. Na szaro zaznaczono białka wiążące i stabilizujące 
strukturę spinki do włosów. Na podstawie (Fütterer et al., 1990). 
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Zarówno w przypadku IRES jak i przełączania rybosomów wymagana jest obecność 
skomplikowanych struktur drugorzędowych, stąd występują one raczej w mRNA o długich 
sekwencjach 5’UTR. Jednak u wyższych eukariontów również mRNA o bardzo krótkich 
5’UTR mogą ulegać wydajnej translacji, podczas której za inicjację odpowiadają elementy 
TISU (ang. translation initiator of short 5’ UTRs), a proces ten zachodzi bez skanowania. 
TISU są krótkimi sekwencjami (SAASAUGGCGGC), które znajdują się w regionie od +5  
do +30 od miejsca startu transkrypcji TSS (ang. transcription start site). TISU zostały 
wykryte dzięki badaniom bioinformatycznym rejonów promotorowych ludzkich mRNA. 
Obecne są przede wszystkim w genach o fundamentalnych funkcjach w komórce, takich jak 
metabolizm białek. Obecność TISU pozwala na redukcję 5’UTR do minimum, nawet  
do 5 nukleotydów (Elfakess i Dikstein, 2008; Haimov et al., 2015). Ciekawe jest,  
że w przypadku inicjacji translacji za pomocą TISU wymagane jest działanie eIF1, który 
normalnie blokuje start syntezy białka z kodonów położonych zbyt blisko struktury kapu 
(Hinnebusch et al., 2016). 
 Elementy podobne do TISU wykryto również u niższych eukariontów, takich jak 
Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, czy Saccharomyces 
cerevisiae. Szczególnie ciekawy przypadek stanowi tu G. lamblia, którego mRNA posiadają 
pozbawione sekwencji konsensusowych bardzo krótkie 5’UTR (od 0 do 14 nukleotydów). 
Jednak nawet tak krótkie sekwencje na końcu 5’ mRNA są kluczowe dla inicjacji, ponieważ 
ich wydłużenie prowadzi do znaczącego spadku wydajności translacji (Li i Wang, 2004; 
Haimov et al., 2015), podczas gdy u innych eukariontów efektywność translacji przeważnie 
wzrasta wraz z długością 5’UTR.  
Nie tylko obecność struktury drugorzędowej w sekwencji mRNA prowadzi  
do pominięcia niektórych kodonów startu. Czasami kompleks preinicjujący przepuszcza 
niektóre kodony, gdyż nie znajdują się w odpowiednim kontekście nukleotydowym Kozak 
(Kozak, 1987), który u ssaków stanowi sekwencja GCCRCCAUGG (gdzie R oznacza 
purynę). Mechanizm ten, zwany „przepuszczającym” czy „nieszczelnym” skanowaniem  
(ang. leaky scanning) sprawia, że rybosom nie rozpoczyna translacji od kodonu startu 
poprzedzonego słabą sekwencją Kozak, ale kontynuuje skanowanie w poszukiwaniu 
kolejnego kodonu o silniejszym kontekście (Fig 4c) (Kozak, 2002). 
Przepuszczające skanowanie jest jednym z najbardziej powszechnych 
niekanonicznych mechanizmów inicjacji translacji dla wirusowych mRNA i może prowadzić 
do powstania kilku izoform tego samego białka, ale także reguluje syntezę białek  
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u organizmów eukariotycznych (Firth i Brierley, 2012). Jeżeli położony powyżej dodatkowy 
kodon AUG jest częścią uORF (ang. upstream ORF), to mechanizm ten wpływa na translację 
mORF położonego poniżej. Dwa kodony startu w tej samej ramce odczytu pozwalają  
na syntezę dwóch izoform z różną wydajnością, w zależności m.in. od kontekstu Kozak. 
Natomiast w przypadku kodonów inicjujących translację w różnych ramkach odczytu,  
z tej samej cząsteczki mRNA powstają dwa różne białka (Sriram et al., 2018). 
 Po dotarciu przez rybosom do kodonu STOP następuje terminacja translacji, 
polegająca na uwonieniu powstałego białka i oddysocjowanie obu podjednostek rybosomu  
od mRNA (Bertram et al., 2001; Jackson et al., 2012). Zdarza się jednak, zwłaszcza  
po zakończeniu syntezy krótkich peptydów (mniej niż 30 aminokwasów), że mała 
podjednostka 40S pozostaje przyłączona do mRNA i kontynuuje skanowanie w poszukiwaniu 
kolejnego miejsca inicjacji. Reinicjacja translacji (ang. reinitation), czyli ponowna inicjacja 
translacji (Fig 4d), zachodzi często, zwłaszcza u ssaków, dla mRNA w których obecne są 
uORF i wymaga obecności czynników inicjujących związanych z rybosomem podczas 
translacji uORF. Ponadto, ORF podlegający reinicjacji musi znajdować się pewnej odległości 
od poprzedniego, gdyż mała podjednostka rybosomu nie może rozpocząć kolejnej inicjacji 
zaraz po terminacji poprzedniej ramki odczytu. Kluczowa jest również długość pierwszego 
produktu, ponieważ reinicjacja po translacji długiego ORF (np. kodującego białko)  
jest zdecydowanie rzadsza i wymaga specyfcznych sygnałów w mRNA lub specyficznych 
czynników działających in trans (Jackson et al., 2012; Firth i Brierley, 2012; Gunišová  
et al., 2018). W komórkach ludzkich, gdzie aż 49% genów posiada uORF, w reinicjacji biorą 
udział kanoniczny czynnik translacyjny eIF3h oraz niekanoniczne czynniki eIF2D, DENR  
i MCTS1. Istotnym elementem tego procesu jest ponowna rekrutacja inicjującego tRNAMet do 
małej podjednostki rybosomu w sposób niezależny od eIF2 (Sriram et al., 2018). 
U niektórych wirusów, takich jak koci kaliciwirus FCV (feline calicivirus), występują 
elementy TURBS (ang. termination upstream ribosome binding site). Są to długie  
~90 nukleotydowe sekwencje, które stabilizują rybosom podczas procesu reinicjacji. 
Elementy TURBS posiadają trzy motywy, które odpowiadają za wiązanie 18S rRNA, 
uniemożliwiają oddysocjowanie rybosomu, stabilizują strukturę drugorzędową oraz 
pozycjonują rybosom na kodonie start nowego ORF (Luttermann i Meyers, 2014; Pooggin  
i Ryabova, 2018). Reinicjacja poprzez TURBS zmniejsza znaczenie eIF3 w recyklingu 
podjednostek 40S rybosomu, umożliwiając udział eIF2/1/1A lub eIF2D po zależnym  
lub niezależnym od ATPazy ABCE1 rozłożeniu i recyklingu kompleksu post-terminacyjnego. 
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W reinicjacji mogą zostać również użyte kodony niekanoniczne, ale preferowany jest 
standardowy AUG (Zinoviev et al., 2015). 
 
2.1.3. Inicjacja translacji z niekanonicznych kodonów non-AUG 
 Kolejnym przykładem nietypowej inicjacji translacji jest wykorzystanie 
niekanonicznych kodonów startu nazywanych kodonami non-AUG. Teoretycznie każdy  
z kodonów w genomie może zostać użyty jako alternatywny kodon inicjujący, jednak 
największą wydajność inicjacji wykazują kodony spokrewnione (ang. near-cognate codons), 
czyli różniące się od AUG jedną zasadą azotową (Chang et al., 2010; Hecht et al., 2017). 
Przeważnie inicjacja translacji z kodonów niekanonicznych zachodzi na zacznie niższym 
poziomie niż ze standardowego kodonu AUG (Michel et al., 2014).  
Inicjacja translacji z kodonu innego niż AUG została po raz pierwszy zaobserwowana 
u wirusa Sendai (Curran i Kolakofsky, 1988) oraz wirusa mysiej białaczki Mo-MuLV (Prats 
et al., 1989). W obu przypadkach niekanoniczne starty translacji znajdują się powyżej kodonu 
AUG, z tym, że dla wirusa Sendai kodon ACG jest położony w innej ramce odczytu,  
a dla wirusa Mo-MuLV kodon CUG w tej samej. Te dwa odkrycia ujawniły istnienie nowych 
możliwości regulacji ekspresji genów, zarówno pod kątem mechanizmu działania  
jak i biologicznego znaczenia startu translacji z kodonów non-AUG. Do niedawna znalezienie 
takich startów było dziełem przypadku, ale obecnie dzięki profilowaniu rybosomów  
(ang. ribosome profiling), możliwe stało się określenie powszechności tego zjawiska (Kearse  
i Wilusz, 2017). 
Podczas inicjacji translacji z niekanonicznych kodonów non-AUG każdy z wcześniej 
wymienionych mechanizmów może prowadzić do wyboru kodonu non-AUG na miejsce 
startu syntezy białka (Fig 6). Istnieje wiele przypadków, w których za wykorzystanie 
niekanonicznego kodonu w inicjacji translacji odpowiadają wewnętrzne miejsca IRES  
(Fig 6a). Niekiedy wiązanie rybosomu do IRES jest wspomagane przez czynniki translacyjne, 
takie jak DAP5 (także zwane jako eIF4G2 albo NAT1), które ogrywają kluczową rolę 
podczas zależnego od IRES startu translacji z kodonu GUG w komórkach mysich i ludzkich 
(Liberman et al., 2015). IRES zlokalizowany tuż przed kodonami non-AUG jest obecny  
w 5’UTR mRNA kodujących ludzkie czynniki wzrostu FGF2 i VEGF. Podobnie jest  
w przypadku wielu genów wirusowych, gdzie elementy IRES bezpośrednio wpływają  
na wybór niekanonicznych kodonów na miejsca startu syntezy białka (Touriol et al., 2003). 
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Fig 6. Niekanoniczne mechanizmy translacji, odpowiadające za wybór kodonów non-AUG na miejsca 
startu syntezy białka. Czerwoną strzałką zaznaczono inicjację translacji, grubość strzałki odpowiada sile 
translacji. Żółty prostokąt oznacza ORF ulegający translacji, różne odcienie pokazują sąsiadujące ORFy. Zielone 
strzałki opisują przemieszczanie się rybosomu w sposób niekanoniczny. Szczegółowy opis w tekście. 
 
 Na wybór kodonów non-AUG, zwłaszcza w warunkach stresowych, mają również 
wpływ modyfikacje m6A w obrębie mRNA (Fig 6b). Globalne profilowanie m6A i miejsc 
inicjacji translacji podczas głodzenia pokazało zależność między m6A obecnymi w 5’UTR  
a wzrostem inicjacji translacji z kodonów niekanonicznych (Zhou et al., 2018; Meyer, 2018). 
Start translacji z kodonów niekanonicznych może być także promowany przez odpowiedni 
kontekst nukleotydowy, który jest zbliżony do klasycznego kontekstu Kozak. Każdy  
z kodonów non-AUG ma swój preferowany kontekst i położone w innym będą 
wykorzystywane ze znacznie niższą wydajnością lub zupełnie pomijane (Chen et al., 2008). 
Obecnie uważa się, że jednym z głównych mechanizmów wyboru kodonów non-AUG 
na miejsce startu translacji jest mechanizm przepuszczającego skanowania (Fig 6d).  
Dla kodonów niekanonicznych kontekst nukleotydowy jest znacznie bardziej istotny niż  
w przypadku kodonu AUG (Michel et al., 2014; Hinnebusch et al., 2016). Wybór kodonów 
niekanonicznych w mechanizmie przepuszczającego skanowania w dużym stopniu jest 
dyktowany stosunkiem między czynnikami inicjującymi eIF1 i eIF5. Zadaniem eIF1 jest 
promowanie skanowania i pomijanie kodonów inicjujących, zarówno non-AUG jak i AUG,  
w słabym kontekście Kozak, zaś eIF5 działa antagonistycznie. Zależność między eIF1 i eIF5 
jest wykorzystywana w procesach autoregulacyjnych w komórce i w odpowiedzi na stres 
(Hinnebusch et al., 2016). 
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 Na wybór kodonu inicjującego przez PIC mają również wpływ obecne poniżej 
struktury drugorzędowe RNA (Fig 6c). Na przykład inicjacja z kodonu non-AUG lub kodonu 
AUG w słabym kontekście Kozak może być promowana dzięki obecności termostabilnej 
struktury spinki do włosów w mRNA, położonej 14 nukleotydów poniżej kodonu 
inicjującego. Struktura ta powoduje zatrzymanie rybosomu, w którego miejscu P 
umieszczony zostaje kodon inicjujący, co sprzyja jego wykorzystaniu zarówno in vitro  
jak i in vivo (Kozak, 1990; Liang et al., 2017). 
Podczas stresu syntetyzowanych jest wiele uORF, które mogą wpływać na translację 
głównej ramki odczytu (Fig 6e) i których synteza jest często inicjowana z niekanonicznych 
kodonów startu. Tak jest na przykład w przypadku drożdżowego genu GCN4, który koduje 
aktywator transkrypcji bZIP, indukujący ekspresję większości enzymów biosyntezy 
aminokwasów w odpowiedzi na głodzenie aminokwasowe. Synteza białka Gcn4 jest silnie 
regulowana zarówno na poziomie białka jak i mRNA (Hinnebusch, 2005). W mRNA GCN4 
zawarte są liczne uORF, również takie rozpoczynające się od kodonu non-AUG.  
W zależności od warunków stresowych następuje synteza poszczególnych uORF, które 
zależnie od poziomu fosforylacji eIF2α, wpływają na translację mORF (Holcik i Sonenberg, 
2005, Zhang i Hinnebusch, 2011). 
Obecnie nie są znane przypadki elementów CITE odpowiadających za wybór 
niekanonicznego kodonu inicjacji translacji. Co więcej, w badaniach nad wirusowym CITE 
pokazano, że zmiana kodonu AUG na GUG skutkuje inhibicją translacji w wyniku inicjacji 
translacji zależnej od 3’CITE (Miras et al., 2018). Podobnie jest z elementami TISU, które  
w swojej sekwencji posiadają kodon AUG i docelowo służą do syntezy białek,  
które są produkowane na wysokim poziomie (Haimov et al., 2015). 
Ciekawe są też sytuacje, kiedy jedynym produktem translacji jest białko inicjowane  
z kodonu non-AUG. Analiza dostępnych danych z profilowania rybosomów u drożdży 
Saccharomyces cerevisiae pozwoliła na wykrycie w standardowych warunkach 468 
przypadków, gdzie inicjacja translacji głównej formy białka najprawdopodobniej rozpoczyna 
się z kodonu spokrewnionego z AUG (Monteuuis et al., 2019). Nie przeprowadzono jednak 
odpowiednich analiz, które mogłyby ujawnić obecność optymalnego kontekstu 
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2.2. Niekanoniczna elongacja i terminacja translacji (rekodowanie) 
Niekanoniczne mechanizmy translacji mające miejsce podczas elongacji  
lub terminacji translacji nazywa się również mechanizmami rekodowania (ang. recoding) 
(Baranov et al., 2006) (Fig 7). Zalicza się do nich procesy polegające na nieliniowym 
przemieszczaniu się rybosomu podczas elongacji. Pierwszym z nich jest programowana 
zmiana ramki odczytu PRF (ang. programmed ribosomal frameshifting), która jest wynikiem 
przesunięcia się rybosomu o jeden lub dwa nukleotydy i wznowieniu translacji w innej ramce 
odczytu. Drugim jest pominięcie przez rybosom większej części transkryptu i kontynuacja 
translacji (ang. ribosomal bypassing). Kolejnym z mechanizmów niekanonicznej elongacji  
i terminacji jest pominięcie kodonu STOP (ang. stop-codon readthrough), prowadzące  
do syntezy białka wydłużonego na końcu C. Niekiedy zamiast kodonu STOP mogą zostać 
inkorporowane niestandardowe aminokwasy, takie jak selenocysteina czy pirolizyna,  
co nazywane jest zmianą definicji kodonu STOP (ang stop-codon redefinition). Ostatnim 
mechanizmem jest wstrzymanie i ponowienie translacji (ang. „Stop-Carry On” lub „StopGo” 
translation), prowadzące do powstania kilku białek z jednego ORF. 
 
 
Fig 7. Mechanizmy niekanonicznej elongacji i terminacji translacji. Czerwoną strzałką oznaczono start 
translacji oraz niekanoniczne przemieszczanie się rybosomu. Niebieski prostokąt wskazuje na ORF ulegający 
translacji. Znaki (x) i (►) oznaczają odpowiednio miejsca wstrzymania i ponowienia translacji. Szczegółowy 
opis w tekście. 
 
Rekodowanie jest niezwykle powszechne w genach prokariotycznych o wirusowym  
i mobilnym pochodzeniu (Baranov et al., 2006). Większość mechanizmów rekodowania 
została opisanych w bazie RECODE (Bekaert et al., 2010), która jednak nie uwzględnia 
inkorporacji pirolizyny oraz zjawiska wstrzymania i ponowienia translacji.  
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Programowana zmiana ramki odczytu w trakcie translacji (PRF) (Fig 7a) polega  
na zmianie ramki odczytu podczas elongacji translacji na ramkę -1, -2 lub +1 (Baranov  
et al., 2006). PRF po raz pierwszy zaobserwowano u wirusa mięsaka Rousa (Rous sarcoma 
alpharetrovirus), który w swoim genomie posiada dwa nakładające się ORF: gag i pol, 
ulegające translacji jako poliproteina Gag-Pol (Jacks i Varmus, 1985; Firth i Brierley, 2012). 
Podobny mechanizm obserwuje się też i u innych wirusów, łącznie z ludzkim wirusem 
niedoboru odporności (human immunodeficiency virus) HIV-1 i HIV-2. Sygnałem PRF jest 
sekwencja X_XXY_YYZ (gdzie podkreślenia separują ramkę odczytu 0; X oznacza trzy takie 
same nukleotydy, Y to A lub U, a Z reprezentuje A, C lub U), na której rybosom zatrzymuje 
się i zmienia ramkę odczytu. Po „prześlizgnięciu się” rybosomu o jeden nukleotyd wstecz, 
powstaje ramka odczytu XXX_YYY_Z, z której kontynuowana jest translacja (Giedroc  
i Cornish, 2009).  
PRF zachodzi również u organizmów komórkowych. W genomie drożdży  
S. cerevisiae retrotranspozon Ty jest kodowany przez geny TYA i TYB. W genie TYB, 
zawierającym sekwencję homologiczną do retrowirusowego genu pol, znajduje się sygnał 
PRF CUU_AGG_C, gdzie następuje zmiana odczytu na ramkę +1 (Belcourt i Farabaugh, 
1990) Podobnie zachowują się inne transpozony z rodziny Ty (Dever et al., 2018). 
Spontaniczne zmiany ramki odczytu zachodzą również w drożdżowym mitochondrialnym 
genie COX2 (Fox i Weiss-Brummer, 1980). 
Oprócz specjalnego motywu kinetyczną pułapkę (ang. kinetic trap) do zmiany ramki 
odczytu może stanowić również kodon STOP. Kluczowa dla PRF jest pauza w translacji,  
a kodony STOP są naturalnym miejscem zatrzymania rybosomu. U pierwotniaków  
i w mitochondriach utrata genów odpowiedzialnych za syntezę translacyjnych czynników 
uwalniających specyficznych dla danego kodonu STOP (najczęściej UGA), prowadzi  
do odczytania tego kodonu przez supresorowy tRNA, który promuje zmianę ramki odczytu 
(Lobanov et al., 2017; Dever et al., 2018). PRF mogą wywołać również elementy działające 
in cis, takie jak motyw pseudowęzła (Dever et al., 2018). 
Kolejnym niekanonicznym mechanizmem elongacji jest pomijanie długich 
fragmentów transkryptu przez rybosom (Fig 7a). Mechanizm ten nie zachodzi u wirusów 
atakujących komórki eukariotyczne (Firth i Brierley, 2012), lecz po raz pierwszy został 
wykryty w genie 60 bakteriofaga T4 kodującym topoizomerazę (Weiss et al., 1990; Chen  
et al., 2015). Obecnie wiadomo, że jest to zjawisko powszechne w mitochondriach. Zostało 
najlepiej zbadane u patogennych grzybów Magnusiomyces capitatus, gdzie w genomie 
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mitochondrialnym wykryto więcej niż 80 pomijanych sekwencji o długości 27-55 nt, które 
mimo że są obecne w dojrzałym mRNA nie zostały użyte do syntezy białka (Lang et al., 
2014). W mechanizmie pomijania fragmentów transkryptu ruch rybosomu nazywany jest 
przeskakiwaniem (ang. jumping lub hopping), w odróżnieniu od przełączania rybosomów 
(ang. ribosome shunt) (Nosek, et al., 2015). 
Niekiedy białka wydłużone na końcu C powstają w wyniku pominięcia kodonu STOP 
(Fig 7b). Dochodzi wówczas do rozpoznania kodonu STOP przez spokrewniony  
lub supresorowy tRNA, po czym translacja jest kontynuowana do kolejnego kodonu STOP. 
Wyróżnia się trzy motywy promujące pomijanie kodonu STOP, wszystkie z nich  
są powszechne u różnych typów wirusów (Firth i Brierley, 2012). Terminacja translacji jest 
procesem bardzo wydajnym i sytuacje pomijania kodonu STOP są niezwykle rzadkie.  
Co więcej, w przypadku niektórych wirusów oraz genów w komórkach prokariotycznych  
i eukariotycznych pominięcie kodonu STOP jest integralnym elementem kontroli ekspresji 
genów. Zjawisko to zależy od kontekstu, w którym znajduje się dany kodon terminacyjny  
(np. UCAG), który może zwiększyć częstość pomijania kodonu STOP z 0,3% do 5% 
(Bertram et al., 2001; Tate et al., 2018). Znaczenie mają również elementy i motywy obecne 
poniżej lub powyżej pomijanego kodonu (Firth i Brierley, 2012). Niekiedy wywołanie 
pominięcia kodonu STOP jest procesem pożądanym. W wielu chorobach genetycznych, 
takich jak np. dystrofia mięśniowa Duchenne’a, następują spontaniczne mutacje tworzące 
przedwczesne kodony STOP. W tym przypadku terapia ukierunkowana jest na pomijanie 
takich kodonów terminacyjnych i syntezę pełnych form białek (Friesen et al., 2018; 
Dabrowski et al., 2018). 
W odróżnieniu od inkorporacji standardowego aminokwasu przy pomijaniu kodonu 
STOP (ang. readthrough), w przypadku zmiany definicji kodonu STOP (ang. redefinition)  
do łańcucha polipeptydowego włączane są niestandardowe aminokwasy (Fig 8), 
selenocysteina (Sec) oraz pirolizyna (Pyr), nazywane niekiedy 21 i 22 aminokwasem 
(Longtin, 2004). Zmiana definicji kodonu STOP, podobnie jak pomijanie fragmentów 
transkrytpu przez rybosom, nie występuje u wirusów atakujących komórki eukariotyczne 
(Firth i Brierley, 2012), ale jest powszechne w komórkach zwierzęcych i ludzkich 
(Labunskyy et al., 2014) a także u bakterii (Baranov et al., 2006) i archeonów (Rother  
i Krzycki, 2010).  
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Fig 8. Wzory chemiczne niestandardowych aminokwasów. (a) selenocysteina i (b) pirolizyna  
są inkorporowane w miejscu kodonu STOP. Selenocysteina jest włączana do łańcucha polipeptydowego  
w miejscu kodonu UGA, a pirolizyna kodonu UAG. 
  
Pierwszym okrytym białkiem zawierające selenocysteinę (Fig 8a), była ludzka 
peroksydaza glutationowa 1 (GPx1) (Flohe et al., 1973). Obecnie znanych jest ponad  
50 rodzin selenoprotein, przeważnie wykrytych dzięki analizom bioinformatycznym. 
Większość z nich odgrywa kluczową rolę w kontroli poziomu redox w komórce (Labunskyy 
et al., 2014). U organizmów eukariotycznych sygnałem do inkorporacji selenocysteiny  
w miejscu kodonu UGA (opal) jest znajdująca się w 3’UTR mRNA sekwencja insercji 
selenocysteiny SECIS (ang. Sec insertion sequence), która wiąże białko SBP2 (ang. SECIS 
binding protein 2), czynnik elongacji eEFSec specyficzny dla Sec oraz tRNASec (Donovan  
i Copeland, 2010). Kiedy rybosom przemieści się do kodonu STOP, czynniki inkorporujące 
Sec oddziałują z kanonicznymi czynnikami translacyjnymi, wstrzymując terminację  
i doprowadzając do wbudowania selenocysteiny do łańcucha białkowego (Labunskyy et al., 
2014). 
Inkorporacja pirolizyny (Fig 8b) jest zdecydowanie rzadsza. Występuje naturalnie 
jedynie u niektórych archeonów metanogennych i bakterii, nie zaobserwowano jej zaś u ludzi 
(Rother i Krzycki, 2010). Po raz pierwszy białko, zawierające pirolizynę w miejscu kodonu 
UAG (amber) wykryto u archeonu Methanosarcina barkeri (James et al., 2001; Hao et al., 
2002). Mechanizm ten jest słabiej poznany niż inkorporacja selenocysteiny, lecz obecne 
badania wskazują na to, że pirolizyna oraz tRNAPyr powstaje poprzez modyfikację tRNASer, 
który bezpośrednio bierze udział w translacji (Cobucci-Ponzano et al., 2012). Możliwe jest 
wywołanie inkorporacji pirolizyny u innych organizmów, przenosząc do nich enzymy szlaku 
jej biosyntezy (Xue i Wong, 2017). 
Ostatnim niekanonicznym mechanizmem syntezy białka jest wstrzymanie  
i ponowienie translacji (Fig 7c, Fig 9). W trakcie translacji w specyficznym miejscu między 
glicyną a proliną nie powstaje wiązanie peptydowe, za co odpowiadają motyw 
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aminokwasowy 2A o sekwencji D12(V/I)ExNPGP19 (Sharma et al., 2012) oraz mniej 
konserwowane, ale funkcjonalnie ważne aminokwasy znajdujące się powyżej wyjścia z tunelu 
rybosomu (ogółem około 30 aminokwasów). Przypuszcza się, że struktura poprzedniego 
peptydu zapobiega wiązaniu się w miejscu A rybosomu tRNAPro, umożliwiając związanie się 
eRF1 i eRF3, które uwalniają poprzedni peptyd. Następnie tRNAPro wiąże się do rybosomu  
i translacja jest kontynuowana z blisko stuprocentową wydajnością (Brown i Ryan, 2010).  
 
 
Fig 9. Potencjalne produkty translacji zależnej od motywu 2A (mechanizm wstrzymania i ponowienia 
translacji). Z jednej otwartej ramki odczytu mogą powstać trzy rodzaje produktu: (a) dwa różne białka, 
oddzielone od siebie motywem 2A; (b) jedynie pierwsze białko; po wstrzymaniu translacja nie jest 
kontynuowana; (c) jeden produkt białkowy; wstrzymanie i ponowienie nie następuje. Na podstawie (Luke et al., 
2013). 
 
Mechanizm wstrzymania i ponowienie translacji stanowi alternatywę  
dla proteolitycznego cięcia w produkcji wielu białek z jednego ORF. Takie kasety są obecne 
w wirusach RNA i prawdopodobnie ewoluowały niezależnie od siebie więcej niż jeden raz. 
Motyw 2A i jemu podobne są obecne jedynie w genomach wirusów (Firth i Brierley, 2012). 
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3. Regulacja wyboru niekanonicznego kodonu startu 
Wykorzystywanie niekanonicznych kodonów w inicjacji translacji jest powszechne  
u wielu organizmów, między innymi w komórkach ludzkich. Powstałe w ten sposób białka 
zyskują nowe funkcje, a większość z nich to protoonkogeny, czynniki transkrypcyjne, kinazy 
czy czynniki wzrostu (Touriol et al., 2003). W zależności od położenia kodonu non-AUG 
względem kodonu AUG w wyniku niekanonicznej inicjacji translacji może powstawać 
zarówno skrócone formy białek, gdy niekanoniczny kodon znajduje się poniżej AUG, jak  
i wydłużone gdy jest powyżej AUG. Jednym z przykładów startu translacji poniżej głównego 
kodonu inicjującego jest synteza skróconej izoformy ludzkiego białka CAPC (znanego 
również jako LRRC26). CAPC jest genem wyrażanym w każdej normalnej komórce, 
natomiast jego skrócona forma (S-CAPC), syntetyzowana z kodonu non-AUG leżącego 
poniżej kodonu kanonicznego, jest protookogenem (Anaganti et al., 2009). 
Zdecydowanie więcej jest znanych przypadków, kiedy na skutek startu translacji  
z kodonów non-AUG powstają izoformy białek wydłużone na końcu N. Profilowanie 
rybosomów w mysich embrionalnych komórkach macierzystych wykazało, że około 60% 
przypadków startu translacji zachodzi z kodonów niekanonicznych, w tym ponad 75% 
stanowią uORF, znajdujące się w rejonach liderowych transkryptów. Z punktu czysto 
statystycznego wykorzystywanie kodonów niekanonicznych w inicjacji translacji jest częstsze 
niż kanonicznych, ale nie przekłada się to na faktyczny udział białek syntetyzowanych  
z non-AUG w komórce, gdyż inicjacja z kodonów innych niż AUG jest znacznie mniej 
wydajna. Warto podkreślić, że profilowanie rybosomów może dawać pewien procent 
fałszywie pozytywnych wyników (Ingolia et al., 2011; Kearse i Wilusz, 2017). 
 Niekanoniczna inicjacja translacji jest istotna w rozwoju chorób 
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Huntingtona, ataksja rdzeniowo-móżdżkowa  
typu 8, dystrofia miotoniczna typu 1 czy otępienie czołowo-skroniowe. Odpowiada za to 
szczególny rodzaj niekanonicznej translacji zwany RAN (ang. reapeat-associated non-AUG 
translation), który prowadzi do translacji powtórzeń CAG, CGG i GGGGCC. Mechanizm ten 
skutkuje powstaniem złogów, które odpowiadają za rozwój choroby. Obecnie wiadomo,  
że ponad 40 ludzkich chorób neurodegeneracyjnych jest związanych z RAN (Wojciechowska 
et al., 2014; Cleary et al., 2018), a powtórzenia CAG, CGG i GGGGCC są często celem dla 
nowych terapeutyków (Disney et al., 2012).   
 Za kontrolę wyboru kodonu startu translacji odpowiadają czynniki działające in-trans, 
a w szczególności eukariotyczne czynniki inicjujące eIF. Pierwsze badania u drożdży  
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S. cerevisiae wskazały na udział czynników eIF1, eIF2 oraz eIF5 w tym procesie (Castilho-
Valavicius et al., 1990; Huang et al., 1997), podczas gdy kolejne wykazały, że wybór kodonu 
startu jest silnie regulowany i biorą w nim udział wszystkie eIF obecne w kompleksie 
preinicjującym (Kearse i Wilusz, 2017). 
Jak wielokrotnie wspomniano, inicjacja translacji z kodonów niekanonicznych 
zachodzi z reguły na niskim poziomie. Największą wydajność wykazują kodony NUG (gdzie 
N to dowolna zasada), szczególnie CUG i GUG (oba NUG), oraz ACG i AUU (Kolitz et al., 
2009; Kearse i Wilusz, 2017; Hinnebusch, et al., 2016; Na et al., 2018). Najrzadziej 
wykorzystywane są kodony AAG i AGG (Peabody, 1989; Touriol et al., 2003; Kolitz et al., 
2009; Kearse i Wilusz, 2017), które w komórkach drożdżowych najprawdopodobniej w ogóle 
nie inicjują translacji, ponieważ parujący z nimi antykodon zbudowany z samych puryn  
nie tworzy helisy A i nie jest rozpoznawany przez rybosom jako potencjalne miejsce startu 
(Chang et al., 2010).  
Przeważnie do inicjacji translacji z kodonów niekanonicznych, podobnie jak dla AUG, 
wykorzystywany jest tRNAMet, a jako pierwszy aminokwas wbudowywana jest metionina 
(Peabody, 1989; Na et al., 2018), ponieważ eIF2 odpowiadający za przyłączenie inicjującego 
tRNA ma silne powinowactwo do tRNAMet (Kearse i Wilusz, 2017). Jednak są przypadki 
użycia innego tRNA, np. w peptydach wiążących MHC klasy I inicjacja translacji z kodonu 
CUG prowadzi do inkorporacji leucyny jako pierwszego aminokwasu, za co odpowiada 
czynnik translacyjny eIF2A (Starck et al., 2012). 
 Stopień wykorzystania niekanonicznych miejsc inicjacji translacji zależy  
od warunków w jakich znalazła się komórka. Jednym z mechanizmów obronnych komórek  
w odpowiedzi na stres jest inaktywacja translacji zależnej od kapu, która jest regulowana 
przez ścieżkę sygnałową mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) oraz poziom 
fosforylacji czynnika eIF2α (Holcik i Sonenberg, 2005; Spriggs et al., 2010; Walsh et al., 
2013). Dochodzi do tego m.in. podczas infekcji wirusowej w reakcji na dwuniciowy RNA  
w celu zahamowania replikacji wirusa (Walsh et al., 2013), lub w odpowiedzi na niezwinięte 
białka (ang. unfolded protein response), aby zredukować translację i umożliwić chaperonom 
poprawne zwinięcie wyprodukowanych już białek (Pavitt i Ron, 2012). Także podczas braku 
substancji odżywczych i tlenu komórki ograniczają translację zależną od kapu w celu 
zaoszczędzenia energii i aminokwasów (Holcik i Sonenberg, 2005; Spriggs, et al., 2010; 
Sriram et al., 2018). Redukcja inicjacji translacji zależnej od kapu prowadzi  
do wykorzystywania alternatywnych szlaków inicjacji translacji, w tym również  
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do zwiększenia częstości użycia niekanonicznych kodonów startu. Wiele z takich zdarzeń 
zachodzi na przykład podczas mejozy, kiedy następuje całkowite przebudowanie proteomu 
(Brar, et al., 2012; Cheng et al., 2018). Badania profilowania rybosomów wskazują na to,  
że w skali całego genomu tysiące kodonów non-AUG może być wykorzystywane w inicjacji 
translacji podczas stresu (Ingolia et al., 2009; Lee et al., 2012). Selekcja odpowiednich 
kodonów inicjujących jest procesem ściśle regulowanym przez czynniki translacyjne takie jak 
eIF1, eIF1A, eIF2, eIF3 oraz eIF5 (Kearse i Wilusz, 2017). Różnice w ich poziomie, 
stechiometrii czy aktywności mogą mieć znaczący wpływ na wybór kodonów start.  
Na przykład zwiększenie poziomu eIF1 prowadzi do silniejszej selekcji kodonów AUG, przez 
co inicjacja translacji z kodonów non-AUG jest zredukowana (Hinnebusch et al., 2016). 
Komórki wydają się regulować wybór kodonów startu w odpowiedzi na stres. Dla przykładu, 
w fibroblastach i komórkach krwi w sytuacji wysokiej gęstości komórek w hodowli, białko  
c-Myc jest syntetyzowane z położonego powyżej kodonu CUG. Ten efekt jest wynikiem 
niedoboru metioniny, co skutkuje translacją dłuższej izoformy c-Myc (Sriram et al., 2018). 
 Różne formy białek syntetyzowane w wyniku inicjacji translacji z kodonów innych 
niż AUG, mogą zyskiwać dodatkową funkcję, np. odmienną lokalizację niż dla formy 
kanonicznej. W proteomie ludzkim przykładem może być czynnik wzrostu FGF2, którego 
podstawowa izoforma znajduje się w cytoplazmie i ulega sekrecji, a wydłużone izoformy, 
syntetyzowane z kodonów CUG, mają lokalizację jądrową (Arnaud et al., 1999). Podobne 
zjawisko obserwuje się też dla innych czynników wzrostowych: FGF-3, hck i VEGF (Acland 
et al., 1990; Lock et al., 1991; Huez et al., 2001; opisane w Touriol et al., 2003). U drożdży  
S. cerevisiae również obserwuje się zmianę lokalizacji formy wydłużonej, powstałej  
w wyniku inicjacji z kodonu non-AUG, w stosunku do formy podstawowej. Do tej pory 
opisano cztery białka Grs1, Ala1, Hfa1 i Hyr1, których niekanoniczne izoformy lokalizują się 
w mitochondriach, podczas gdy kanoniczne są obecne w jądrze lub cytoplazmie (Chang  
i Wang, 2004; Tang et al., 2004; Soumi et al., 2014; Kritsiligkou et al., 2017). Podobny 
mechanizm przewidziano bioinformatycznie także dla Bpl1, Faa2 i Sam2 (Soumi et al., 
2014). Również białka Hts1 i Vas1 posiadają dwie izoformy białek, wydłużoną 
mitochondrialną i kanoniczną cytoplazmatyczną, obie powstałe w wyniku translacji z dwóch 
osobnych kodonów AUG (Natsoulis et al., 1986; Chiu et al., 1992; Chatton et al., 1988). 
Niewykluczone, że wykorzystanie alternatywnych miejsc startu translacji (ang. alternative 
translation initation start; aTIS) do syntezy niekanonicznych izoform białek ma wpływ  
na kształt i różnorodność proteomu mitochondrialnego.  
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4. Mitochondrium i jego funkcje u drożdży Saccharomyces cerevisiae 
 Mitochondria to pół-autonomiczne organella pochodzenia endosymbiotycznego (Gray 
et al., 1999). Posiadają własny genom oraz maszynerię molekularną umożliwiającą jego 
replikację, transkrypcję i translację (Gonczarowska-Jorge et al., 2017; D’Souza i Minczuk, 
2018). Głównym zadaniem mitochondriów w komórce jest produkcja energii w procesie 
oddychania komórkowego. U organizmów eukariotycznych, w tym u drożdży S. cerevisiae, 
ostatnim akceptorem elektronów jest tlen. Uwalniana energia pozwala na syntezę ATP, który 
wykorzystywany jest przez komórkę do różnych reakcji metabolicznych (Klingenberg, 1975). 
Przez wiele lat sądzono, że mitochondria są niezbędnymi organellami do przeżycia komórki 
jądrowej, jednak kilka lat temu odkryto w jelitach szynszyli eukariotyczny organizm 
Monocercomonoides sp. PA203 pozbawiony mitochondrów, które zostały wtórnie utracone 
(Karnkowska et al., 2016). Z kolei drożdże S. cerevisiae mogą przeżyć bez funkcjonalnych 
mitochondriów (Altmann et al., 2007), chociaż ich komórki, zwane petite, są znacznie 
mniejsze od dzikich (Slonimski i Ephrussi, 1949). Drożdże petite pozyskują energię tylko 
poprzez fermentację, dlatego nie są w stanie przeżyć na niefermentowalnym źródle węgla  
(np. glicerolu) (Chen i Clark-Walker, 2000).  
 Drożdzowy genom mitochondrialny koduje tylko mitochondrialny rRNA i tRNA oraz 
kilka białek (Foury et al., 1998; Gonczarowska-Jorge et al., 2017), co stanowi zaledwie 
ułamek całego proteomu mitochondrialnego. Przeważająca większość białek 
mitochondrialnych (99%) kodowana jest jądrowo, syntetyzowana w cytoplazmie a następnie 
transportowana do mitochondriów. Mitochondria otoczone są dwiema błonami: wewnętrzną 
(ang. inner mitochondrial membrane, IMM) i zewnętrzną (ang. outer mitochondrial 
membrane, OMM), między którymi znajduje się przestrzeń międzybłonowa  
(ang. intermembrane space, IMS), a wnętrze mitochondriów wypełnia macierz 
mitochondrialna (ang. mitochondrial matrix). Transport do mitochondriów odbywa się 
poprzez szereg transporterów błonowych, które rozpoznają sygnał lokalizacji 
mitochondrialnej i kierują białka do odpowiednich przedziałów mitochondrialnych (Sokol  
et al., 2014) (Fig 10). 
Sygnałem lokalizacji komórkowej jest znajdująca się na końcu N białka sekwencja 
MTS (ang. mitochondrial targeting signal) kierująca do mitochondriów (von Heijne et al., 
1989). MTS zwykle ma długość od 15 do 50 aminokwasów (Wiedemann i Pfanner, 2017),  
a u drożdży S. cerevisiae waha się 6 do 122 aminokwasów (Vögtle et al., 2009; Teixeira  
i Glaser, 2013). Prekursory białek są transportowane do mitochondriów w formie 




Fig 10. Schemat translokacji białek do mitochondriów. Po zakończeniu translacji białko utrzymywane jest  
w formie niezwiniętej. Następnie presekwencja na końcu N (MTS) zostaje rozpoznana przez Msf  
i po przyłączeniu do Tom20 białko transportowane jest przez zewnętrzną, a następnie wewnętrzną błonę 
mitochondrialną. W trakcie translokacji presekwencja jest odcinana przez MPP, a białko ulega finalnemu 
zwinięciu w macierzy mitochondrialnej. Figura na podstawie (Kunze i Berger, 2015). 
 
niesfałdowanej, gdzie sekwencja liderowa MTS jest odcinana w macierzy mitochondrialnej 
przez peptydazy procesujące MPP (ang. mitochondrial procesing peptidase), Mas1 i Mas2  
u drożdży (Yang et al., 1988), po czym samo białko ulega zwinięciu (Gakh et al., 2002; 
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Sokol, et al., 2014). Cięcie proteolityczne w mitochondriach wpływa również na stabilność 
dojrzałych białek w mitochondriach (Vögtle et al., 2009). Istnieje kilka motywów 
rozpoznawanych przez MPP (Teixeira i Glaser, 2013), chociaż nie zawsze MTS ulega 
odcięciu. W podobny sposób białka transportowane są do peroksysomów i ER oraz 
chloroplastów u roślin (Kunze i Berger, 2015). 
 Sekwencja MTS nie posiada konserwowanej sekwencji aminokwasowej, ale cechuje 
się określoną budową (von Heijne et al., 1989; Kunze i Berger, 2015), dzięki której można  
przewidzieć prawdopodobieństwo lokalizacji mitochondrialnej białka za pomocą programów 
bioinformatycznych takich jak PSORT (Nakai i Horton, 1999), lub bardziej dedykowanych 
dla MTS: MitoProt II (Claros et al., 1995), TargetP (Emanuelsson et al., 2007) czy MitoFates 
(Fukusawa et al., 2015). Programy te, analizując najpopularniejsze motywy, są w stanie 
również przewidzieć miejsce cięcia dla proteaz procesujących. Interesujące jest to, że niektóre 
białka, pomimo braku przewidzianego MTS, lokalizują się w mitochondriach. Tylko 60% 
białek mitochondrialnych syntetyzowanych w cytozolu posiada odcinaną presekwencję 
(Wiedemann i Pfanner, 2017). Znane są wewnętrzne sygnały lokalizacji mitochondrialnej 
iMTS-Ls (ang. internal MTS-like signals), które pełnią takie same funkcje jak MTS, ale są 
dość słabo określone (Backes et al., 2018).  
 Według bazy danych genomu S. cerevisiae, Saccharomyces Genome Database (SGD), 
mitochondria drożdży zawierają 1187 białek (Cherry et al., 2012; Gonczarowska-Jorge et al., 
2017). Ostatnie prace nad proteomem mitochondrialnym pokazują, że jest on zdecydowanie 
bardziej zróżnicowany, niż początkowo sądzono. W najnowszym mitoproteomie drożdżowym 
opracowanym za pomocą spektrometrii mas znajduje się ponad 3400 białek, z których 901 
zaklasyfikowano do najwyższej, pierwszej klasy czystości (Morgenstern et al., 2017). Wciąż 
jednak nie jest wiadome, co jest powodem tak ogromnej różnorodności proteomu 
mitochondrialnego. 
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Cel pracy 
 Celem pracy było zbadanie, czy wykorzystanie niekanonicznych kodonów w inicjacji 
translacji jest powszechnym zjawiskiem u drożdży Saccharomyces cerevisiae.  
 Czy powstałe w ten sposób izoformy białek zyskują dodatkowe funkcje,  
a w szczególności odmienną lokalizację?  
 Czy ten proces znacząco wpływa na różnorodność proteomu mitochondrialnego? 
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Materiały i metody 
1. Część bioinformatyczna 
1.1. Wykrywanie wydłużonych form białek 
W celu wyznaczenia potencjalnych wydłużonych form białek NTE (ang. N-terminally 
extension) wykonano analizę bioinformatyczną, opisaną w Monteuuis, Miścicka et al., 2019.  
Geny wysokiego prawdopodobieństwa (ang. high confidence genes) wydzielono 
poprzez odfiltrowanie z puli wszystkich genów tych ORF, które zostały opisane  
w Saccharomyces Genome Database (SGD) jako „połączone” („merged”), „usunięte” 
(„deleted”) oraz „wątpliwe” („dubious”) które są pozbawione obecności rybosomów  
w analizie Ribo-seq. 
 
1.2. Analiza GO Term (Gene Ontology) 
Analizę GO Term przeprowadzono, używając narzędzi, dostępnych na stronie 
Saccharomyces Genome Database, dostosowanych do pracy z drożdżami. Do określenia 
funkcji białek wykorzystano programy GO Term Finder, a do wskazania lokalizacji białek 
programu GO Slim Mapper. 
 
1.3. Określenie lokalizacji komórkowej 
Prawdopodobieństwo lokalizacji mitochondrialnej oraz potencjalne miejsce cięcia 
przez mitochondrialne proteazy procesujące oszacowano używając programów MitoProt II 
(Claros et al., 1995), TargetP (Emanuelsson et al., 2007) oraz MitoFates (Fukusawa et al., 




NMP/NTP/NMF oraz MMP/MTP/MMF oznaczają odpowiednio prawdopodobieństwo 
lokalizacji mitochondrialnej dla formy wydłużonej (N) oraz kanonicznej (M), wyliczonej 
przez MitoProt II (MP), TargetP (TP) i MitoFates (MF). Jeżeli wynik równania był większy 
niż 0,3, przypisywano parametr MTS+, zaś jeżeli wynik był mniejszy niż -0,3 – MTS-. 
Sygnał lokalizacji jądrowej NLS (ang. nuclear localisation signal) dla białka Qri5 
wykryto używając programów cNLS Mapper (Kosugi et al., 2009) i NucPred (Brameier et al., 
2007). 
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1.4. Analiza konserwacji 
Ludzkie homologi drożdżowych białek wraz z sewkencjami zostały pobrane z bazy 
ENSEMBL. Alternatywne kodony startu translacji wykryto programem PreTIS (Reuter et al., 
2016). Wybrano te aTIS, których użycie tworzyłoby wydłużone na końcu N izoformy białek 
(analogicznie do ich drożdżowych odpowiedników). MTS oraz parametry MTS+ i MTS- 
zostały zdefiniowane jak poprzednio. Dana izoforma została uznana za mitochondrialną, 
jeżeli przewidziany dla niej MTS przez MitoProt II, TargetP lub MitoFates wynosił powyżej 
0,3.  
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2. Część molekularna 
2.1. Podstawowe techniki biologii molekularnej 
Podstawowe techniki biologii molekularnej takie jak elektroforeza w żelu 
agarozowym, izolacja plazmidowego i genomowego DNA, PCR, trawienie enzymami 
restrykcyjnymi, ligacja itd., były przeprowadzane zgodnie z zaleceniami producenta 
odczynników oraz według Sambrook et al., 1989.  
 
2.2. Hodowla drożdży 
Drożdże hodowano na podłożu pełnym: 1% ekstrakt drożdżowy (Difco Labolatories), 
2% bacto-pepton (Difco Laboratories) z odpowiednim źródłem węgla: 2% glukozy (YPD), 
3% glicerolu (YPG) lub 2% galaktozy (YPGal). Pożywka YPG była dodatkowo 
doprowadzana do pH=5,4 za pomocą stężonego kwasu solnego. Do hodowli na podłożu 
minimalnym stosowano podłoże syntetyczne o składzie 0,67% drożdżowa baza azotowa bez 
aminokwasów (Difco Labolatories), siarczan amonu, mieszanina aminokwasów bez uracylu, 
leucyny lub histydyny (w zależności od układu eksperymentalnego) w stężeniu zalecanym 
przez producenta (Qbiogene), glukoza 2%. Hodowle płynne prowadzono w łaźni wodnej 
 z wytrząsaniem. Podłoże stałe zawierało dodatkowo 2% agar. Wszystkie hodowle 
inkubowano w 30°C. Pełna lista szczepów, użytych w pracy, została zawarta w Tabeli 1. 
Komórki drożdżowe do dłuższego przechowywania mrożone były w probówkach  
do głębokiego mrożenia w ciekłym azocie w pożywce YPD z 30% glicerolem  
i przechowywane w temperaturze -80°C.  
Szczep Genotyp Źródło 
BMA38 MATα ade2-1 his3∆200 leu2-3,112 trp1∆1 ura3-1 (Mayes et al., 1999) 
BY4741 MATa; his31; leu20; met150; ura30 Euroscarf 
SC0000 MATa ade2 arg4 leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 Euroscarf 
trz1/TRZ1 
MATa/MATα; ura3Δ0/ura3Δ0; leu2Δ0/leu2Δ0; 
his3Δ1/his3Δ1; met15Δ0/MET15; LYS2/lys2Δ0; 
TRZ1/TRZ1::kanMX4 
Euroscarf 
TRZ1-TAP jak SC0000 ale YKR079c::TAP-KlURA3 Euroscarf 
MTR4-TAP jak SC0000 ale YJL050w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
GPP1-TAP jak SC0000 ale YIL053w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
GPP2-TAP jak SC0000 ale YER062c::TAP-KlURA3 Euroscarf 
TRX2-TAP jak SC0000 ale YGR209c::TAP-KlURA3 Euroscarf 
PMT2-TAP jak SC0000 ale YAL023c::TAP-KlURA3 Euroscarf 
LSM1-TAP MATa ade2  his3  leu2  trp2  ura3 YJL124c::TAP-TRP1 (Kufel et al., 2004) 
ATG1-TAP jak SC0000 aleYGL180w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
IOC4-TAP jak SC0000 aleYMR044w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
NOP9-TAP jak SC0000 aleYMR044w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
ADH4-TAP jak SC0000 aleYGL256w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
 - 39 - 
 
LSM4-TAP jak SC0000 aleYER112w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
TRM3-TAP jak SC0000 aleYDL112w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
HYR1-TAP jak SC0000 aleYIR037w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
FUR1-TAP jak SC0000 aleYHR128w::TAP-KlURA3 Euroscarf 
MUM2-TAP jak SC0000 ale YBR057c::TAP-KlURA3 Euroscarf 
LSM1-MORF 
MATa pep4-3, his4-580, ura3-52, leu2-3, 112 [2 URA3 
GAL-LSM1-His6-HA-(3C)-ZZ] 




MATa pep4-3, his4-580, ura3-52, leu2-3, 112 [2 URA3 
GAL-TRZ1-His6-HA-(3C)-ZZ] 




MATα ade2 his3 leu2 trp2 ura3 GAL1::3HA-MTR4:: 
HIS5sp 
(Torchet et al., 2002) 
GAL-SmE 
MATa ura3-52 lys2-801 ade2-110 trp1-D63 his3D200 
SME1::HIS3, Pgal1:SmE (CEN TRP1) 
(Camasses et al., 
1998) 
lsm1 jak BMA38 ale LSM1::TRP1 (Mayes et al., 1999) 
lsm6 jak BMA38 ale LSM6::HIS3 (Mayes et al., 1999) 
atg1 jak BY4741 ale ATG1::kanMX4 Euroscarf 
ioc4 jak BY4741 ale IOC4::kanMX4 Euroscarf 
mum2 jak BY4741 ale MUM2::kanMX4 Euroscarf 
trm3 jak BY4741 ale TRM3::kanMX4 Euroscarf 
trx2 jak BY4741 ale TRX2::kanMX4 Euroscarf 
adh4 jak BY4741 ale ADH4::kanMX4 Euroscarf 
gpp1 jak BY4741 ale GPP1::kanMX4 Euroscarf 
gpp2 jak BY4741 ale GPP2::kanMX4 Euroscarf 
hyr1 jak BY4741 ale HYR1::kanMX4 Euroscarf 
Tabela 1. Lista szczepów drożdżowych użytych w pracy. Większość szczepów, zawierających białka 
znakowane na końcu C znacznikiem TAP-tag, zakupiono z kolekcji szczepów firmy Euroscarf (Frankfurt  
nad Menem, Niemcy). 
 
2.3. Konstrukcja plazmidów 
Wszystkie plazmidy użyte w pracy zostały wymienione w Tabeli 2. 
Plazmid Źródło 
p416-ADH (Mumberg et al., 1995) 
p415-ADH (Mumberg et al., 1995) 
p415-ADH-TRZ1ATG Ta praca 
p416-ADH-TRZ1TTC Ta praca 
p416-ADH-TRZ1TTC-TAP Ta praca 
p415-ADH-TRZ1TTC/GCG Ta praca 
p416-ADH-TRZ1TTC/GCG-TAP Ta praca 
Tabela 2. Lista plazmidów użytych w pracy. Metoda konstrukcji plazmidów, utworzonych na potrzeby  
tej pracy, opisana poniżej. 
 
Plazmidy, wyrażające różne warianty białka Trz1 pod konstytutywnym promotorem 
genu ADH1, otrzymano poprzez klonowanie odpowiednich sekwencji genu TRZ1  
do wektorów ekspresyjnych (Mumberg et al., 1995) za pomocą enzymu SmaI oraz metody 
jednoetapowego klonowania niezależnego od ligacji (ang. one-step sequence- and ligation-
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independent cloning, SLIC) (Jeong et al., 2012). Poprawność przygotowania plazmidów 
sprawdzano poprzez analizę map restrykcyjnych. 
Wektory do których miała zostać wklonowana wstawka, zostały strawione enzymem 
FastDigest SmaI (Thermo Fisher) przez 1 godzinę w 37°C w buforze dołączonym przez 
producenta. Po tym czasie enzym zdezaktywowano w 80°C przez 5 min i bezpośrednio użyto 
do reakcji SLIC (bez oczyszczania). Nadmiar trawionego plazmidu był mrożony w -20°C  
i używany w kolejnych reakcjach. Przygotowano następującą mieszaninę reakcyjną: 100 ng 
wektora, wstawka w stosunku do wektora molowo 1:4, 1 μl buforu do trawień Green  
lub FastDigest (Thermo Fisher), 1 μl BSA (0,1 mg/ml; NEB) oraz woda dejonizowana  
do objętości 10 μl. Po wymieszaniu dodano 0,5 μl Polimerazy T4 DNA (NEB)  
i przeprowadzano reakcję przez 2,5 min w temperaturze pokojowej. Reakcję zatrzymywano 
poprzez 10-minutową inkubację w lodzie. Następnie całość mieszaniny reakcyjnej użyto  
do transformacji bakterii Escherichia coli, szczep MH1 (Tabela 4). 
Sekwencje wariantów genu TRZ1 zostały namnożone przy użyciu techniki PCR  
na matrycy genomowego DNA ze szczepu dzikiego BY4741 lub szczepu TRZ1-TAP  
w zależności od układu eksperymentalnego, za pomocą odpowiednich starterów, opisanych  
w Tabeli 3. Po reakcji produkty PCR były oczyszczane za pomocą zestawu Wizard® SV Gel 
and PCR Clean-Up System (Promega) zgodnie z przepisem, dołączonym przez producenta. 
Plazmidy namnażane były w bakteriach Escherichia coli, szczep DH5α (Tabela 4). 
Mutacje punktowe zmieniające kanoniczny kodon startu translacji ATG na GCG  
w wariancie TRZ1TTC/GCG-TAP, zostały wprowadzone przy użyciu techniki PCR poprzez 
namnożenie fragmentów genu TRZ1 stosując startery F-TRZ1-TTC i R-TRZ1-GCG oraz  
F-TRZ1-GCG i R-TRZ1-NdeI (Tablea 3) na matrycy genomowego DNA ze szczepu 
BY4741. Otrzymane produkty reakcji zostały połączone za pomocą techniki PCR  
we wstawkę F-TRZ1-TTC:TRZ1-GCG:R-TRZ1-NdeI, którą strawiono enzymem 
restrykcyjnym FastDigest BamHI (Thermo Fisher), zgodnie z zaleceniami producenta. 
Wektor p416-ADH-TRZ1TTC-TAP przygotowano do ligacji poprzez jednoczesne trawienie 
enzymem FastDigest BamHI oraz defosforylację alkaliczną fosfatazą CIAP (Thermo Fisher) 
zgodnie z zaleceniami producenta, po czym wligowano strawioną wstawkę  
F-TRZ1-TTC:TRZ1-GCG:R-TRZ1-NdeI za pomocą ligazy T4 DNA (Thermo Fisher) według 
standardowego protokołu. Mutacje punktowe zostały potwierdzone za pomocą 
sekwencjonowania. 
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Nazwa Opis Sekwencja 
F-Trz1-ATG 
Namnożenie genu TRZ1 począwszy 




Namnożenie genu TRZ1 począwszy 




Namnożenie genu TRZ1  




Namnożenie genu TRZ1  
ze znacznikiem TAP-tag 
ATATCGAATTCCTGCAGCCCTCAGGTT
GACTTCCCCGCG 
F-Trz1-GCG Starter do wprowadzenia mutacji 
TGGAAGGTTTTCAACGGCGTTCACATT
TATA 
R-Trz1-GCG Starter do wprowadzenia mutacji ATGGGTATAAATGTGAACGCCGTTG 
F-Trz1-
mutacja-ATG 
Starter do potwierdzenia obecności 




Starter do potwierdzenia obecności 
mutacji GCG w genie TRZ1 
TCCTGGAAGGTTTTCAACGGC 
F-Trz1-delta 
Sprawdzenie delecji genu TRZ1  
w szczepie trz1 
GGCATCGCATAATCTATAACTGAC  
R-Trz1-delta 
Sprawdzenie delecji genu TRZ1  
w szczepie trz1 
CCTTTTTGAAAACTATCGAAGACGC  
R-Trz1-NdeI 
Starter pomocniczy do 




Starter do sekwencjonowania w celu 
sprawdzenia wprowadzonej mutacji 
CATACAGAAAGGGACC 
Tabela 3. Lista starterów użytych w pracy. Dokładny opis w tekście. 
 
Szczep Genotyp Zastosowanie 
E. coli MH1 araD139, ΔlacX74, galU, galK, hsdR, rpsL Biorca reakcji SLIC 
E. coli DH5α 
F– Φ80lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF), U169, recA1, endA1, 
hsdR17 (rK–, mK+), phoA, supE44 λ– thi-1, gyrA96, relA1 
Namnażanie gotowych 
konstruktów 
Tabela 4. Lista szczepów bakteryjnych użytych w pracy. Stosowano bakterie chemokompetentne, 
przygotowane i transformowane jak w Chang et al., 2017. 
 
Do potwierdzenia lokalizacji wariantu Trz1ATG-TAP użyto szczepu Trz1-MORF 
(Gelperin et al., 2005), który zawiera konstrukt wyrażający białko Trz1-TAP syntetyzowane  
z kanonicznego kodonu startu AUG pod kontrolą indukowanego promotora GAL1. 
 
2.4. Transformacja drożdży 
Do transformacji drożdży przygotowanym konstruktami plazmidowymi wykorzystano 
metodę elektroporacji. Pobrano 1,5 ml hodowli nocnej, zwirowano (5 min, 3000xg)  
i przepłukano dwukrotnie buforem do transformacji (20 mM HEPES, 1 M sorbotol). 
Następnie zawieszono pelet w 50 μl w tym samym buforze, dodano 1 μg plazmidu  
i inkubowano przez 10 minut na lodzie. Tak przygotowaną mieszaninę przeniesiono  
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do schłodzonych kuwet elektroporacyjnych i poddano impulsowi elektrycznemu o napięciu 
1600 V za pomocą elektroporatora Eppendorf Electroporator 2510.  
 
2.5. Sporulacja i rozkładanie tetrad 
W celu przygotowania szczepów wyrażających różne warianty Trz1, przeprowadzono 
transformację szczepu diploidalnego TRZ1/trz1Δ odpowiednimi konstruktami plazmidowymi. 
Następnie transformanty hodowano na pożywce presporulacyjnej GNA (3% bulion odżywczy 
(Difco), 1% ekstrakt drożdżowy, 5% glukoza, 2% agar) przez dwa dni w temperaturze 30°C. 
Po tym czasie przeniesiono je na pożywkę sporulacyjną (1% octan potasu, 0,1% ekstrakt 
drożdżowy, 0,05% glukoza, 2% agar oraz niezbędne aminokwasy, zależnie od selekcji 
pokarmowej wyrażonej na plazmidach) i sporulowano przez 5-7 dni w temperaturze 30°C.  
Po tym czasie tetrady były rozkładane przy użyciu mikromanipulatora SINGER Instruments 
MSM System, dostępnego w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN. Wyselekcjonowane 
tetrady sprawdzano pod kątem oporności na G418 (obecność mutacji trz1Δ na chromosomie) 
oraz selekcji pokarmowej -Ura, -Leu lub -His (obecność plazmidu). 
Plazmidy p416-ADH-TRZ1TTC-TAP oraz p416-ADH-TRZ1TTC/GCG-TAP zostały 
usunięte z komórek po hodowli na szalkach zawierających kwas 5’ fluoroorotowy (5’-FOA). 
 
2.6. Frakcjonowanie komórek drożdżowych 
Do frakcjonowania komórek drożdżowych użyto zmodyfikowanego protokołu izolacji 
mitochondriów z drożdży (Meisinger et al., 2000; Meisinger et al., 2006). 
Drożdże hodowano przez noc z wytrząsaniem w 30°C. Następnego dnia, używając 
przygotowanej uprzednio prekultury, zaszczepiono 100 ml pożywki YPD do początkowego 
OD600 ~0,01 i hodowano przez noc jak poprzednio do OD600 ~1-2. Zbierano 60 OD poprzez 
wirowanie w probówkach typu falcon o objętości 50 ml i płukano dwukrotnie wodą 
dejonizowaną. Tak otrzymywane pelety mrożono w -80°C (do użycia późniejszym terminie) 
lub -20°C (do użycia następnego dnia) bądź przystępowano do dalszej procedury. 
Świeże bądź mrożone osady drożdżowe zawieszano w 6 ml buforu DTT (10 mM 
DTT, 100 mM Tris-SO4 pH=9,4) i inkubowano z wytrząsaniem przez 15 min w 30°C. 
Następnie komórki były jednokrotnie płukane buforem do trawienia zymoliazą (1,2 M 
sorbitol, 20 mM Kpi pH=7,4), a potem zawieszone w 6 ml tego samego buforu. Po dodaniu 
30 μl Zymoliazy T20 (10 mg/ml), komórki inkubowano z wytrząsaniem przez 30 min  
w 30°C. Po tym czasie sferoplasty zwirowano (5 min, 3000xg, 25°C). Od tego momentu 
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używano schłodzonych buforów i wszystkie procedury przeprowadzano na lodzie. 
Sferoplasty przepłukano jednokrotnie buforem do homogenizacji (0,6 M sorbitol, 10 mM 
Tris-HCl pH=7,4 z dodatkiem inhibitora proteaz Complete ULTRA Tablets firmy Roche).  
Po zawieszeniu w 6 ml tego samego buforu, sferoplasy ucierano w homogenizatorze Pottera 
ze szklanym tłokiem (4-5 pociągnięć). Następnie homogenaty zostały zwirowane (5 min, 
3000xg, 4°C) i rozdzielone na cztery frakcje. 1/6 supernatantu zostało przeniesione  
do probówki typu eppendorf (ekstrakt całkowity, frakcja T), natomiast 1/6 i 2/3  
po przeniesieniu do probówek typu eppendorf zostały zwirowane przez 15 min przy prędkości 
18000xg w temperaturze 4°C (odpowiednio frakcje mitochondrialna M i zagęszczona 
mitochondrialna D). Supernatant po wirowaniu frakcji M został przeniesiony do czwartej 
probówki (frakcja cytozolowa C), natomiast supernatant frakcji D odrzucono. Pelety 
mitochondrialne zawieszono w 130 μl (frakcja M) i 60 μl (frakcja D) buforu do próbek (6 M 
mocznik, 6% SDS, 50 mM DTT, 0,01% błękit bromofenolowy, 125 mM Tris-HCl, pH=6,8), 
następnie zdenaturowano w 65°C z wytrząsaniem przez 20 minut.  
 
2.7. Precypitacja białek przy użyciu kwasu trójchlorooctowego (TCA) 
Frakcje ekstraktu całkowitego (T) oraz cytozolowa (C) zostały poddane procedurze 
precypitacji białek z użyciem kwasu trójchlorooctowego (TCA). Do frakcji T i C dodano 1/10 
objętości 100% TCA (do końcowego stężenia 10% w próbce), inkubowano na lodzie przez  
20 min, po czym zwirowano (15 min, 18000xg, 4°C). Następnie odrzucono supernatant,  
a do osadu dodano 800 μl zimnego acetonu, po czym ponownie zwirowano jak wcześniej. 
Zlano supernatant, pelety wysuszono w temperaturze pokojowej i dodano 130 μl buforu  
do próbek (skład jak wcześniej), następnie zdenaturowano w 65°C z wytrząsaniem przez  
20 minut. 
 
2.8. Deglikozylacja endoglikozydazą H (EndoH) 
 Do deglikozylacji frakcji cytozolowej i mitochondrialnej po frakcjonowaniu szczepu 
Mtr4-TAP użyto endoglikozydazy H (EndoH; New England Biolabs) zgodnie z zaleceniami 
producenta.  
Deglikozylacja frakcji cytozolowej (C). Do 154 μl frakcji cytozolowej (C) przed strącaniem 
dodano 17 μl 10x buforu do denaturacji glikoprotein (GDB, Glycoprotein Denaturing Buffer 
10x, dołączony przez producenta) po czym przeprowadzano denaturację przez 10 min  
w bloku grzewczym w temperaturze 100°C. Następnie dodano 20 μl 10x GlycoBuffer3 
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(dołączony przez producenta) i 9 μl EndoH. Trawienie przeprowadzono przez 1 godzinę  
w temperaturze 37°C, dodano 800 μl H2O i strącono białka z użyciem TCA jak wyżej. 
Deglikozylacja frakcji mitochondrialnej zagęszczonej (D). Do 20 μl peletu zawieszonego  
w buforze SM (250 mM cukroza, 10 mM MOPS-KOH pH=7,2) dodano 3 μl 10x GDB oraz  
7 μl H2O. Po denaturacji dodano 4 μl 10x GlycoBuffer3 i 1,8 μl EndoH. Denaturację oraz 
trawienie przeprowadzano równocześnie i w tych samych warunkach co w przypadku frakcji 
cytozolowej. Reakcję dopełniono do 1 ml wodą miliQ i strącono białka z użyciem TCA. 
 
2.9. Defosforylacja białkową fosfatazą faga Lambda (LPP) 
 Defosforylację frakcji cytozolowej i mitochondrialnej po frakcjonowaniu szczepu 
Mtr4-TAP wykonano używając białkowej fosfatazy faga Lambda (LPP, New England 
Biolabs) zgodnie z zaleceniami producenta. 
Defosforylacja frakcji cytozolowej (C). Do 154 μl frakcji cytozolowej (C) przed strącaniem, 
dodano 20 μl buforu 10x PMP (dołączony przez producenta), 20 μl 10x MnCl2 i 6 μl LPP. 
Reakcję inkubowano przez 15 minut w temperaturze 30°C, dopełniono do 1 ml wodą  
i strącono białka przy użyciu TCA. 
Defosforylacja frakcji mitochondrialnej zagęszczonej (D). Do 20 μl peletu zawieszonego  
w buforze SM (250 mM cukroza, 10 mM MOPS-KOH pH=7,2) dodano 4 μl 10x PMP, 4 μl 
10x MnCl2 i 1,2 μl LPP. Następnie postępowano tak samo jak przy frakcji cytozolowej. 
 
2.10. Elektroforeza białek SDS-PAGE 
Białka rozdzielano w denaturujących żelach poliakrylamidowych (akrylamid/ 
bisakrylamid w stosunku 37,5:1, Sigma) w obecności SDS w systemie Laemmli’ego. 
Procentowość żeli akrylamidowych była dobierana w zależności od masy cząsteczkowej 
badanych białek (8%, 10%, 12% lub 15%). W celu określenia czystości frakcjonowania 
ekstrakty były rozdzielane w żelach 12%. Na żele nanoszono równe objętości wszystkich 
frakcji (po 20 μl). Rozdział elektroforetyczny przeprowadzano przy stałym napięciu 130 V  
aż do opuszczenia przez barwnik granicy żelu w buforze Tris-glicyna-SDS (25 mM  
Tris-Base, 0,192 M glicyna, 0,1% SDS). Następnie przeprowadzano elektrotransfer mokry  
na membranę PVDF (Bio-Rad) w buforze do transferu (25 mM Tris-Base, 0,192 M glicyna, 
20% metanol) przy napięciu 100 V przez 1-1,5 godziny lub 30V przez noc w chłodni. 
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2.11. Analiza western blot 
Membrany po transferze blokowano przez noc w 5% roztworze odtłuszczonego mleka 
w PBST w temperaturze 4°C. W celu wykrycia znacznika TAP-tag stosowano przeciwciała 
PAP (ang. peroxidase-anti-peroxidase, Sigma, P1291) w rozcieńczeniu 1:3000. Inkubację  
z przeciwciałami przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Po tym czasie 
odpłukano bufor blokujący oraz nadmiar przeciwciał poprzez trzykrotną inkubację z PBST 
(137 mM NaCl, 27 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 0,01% TWEEN 20) przez 
5 minut. Do detekcji wykorzystano zestaw do wzmocnionej chemiluminescencji ECL (Clarity 
Western ECL Substrate, Bio-Rad) zgodnie z zaleceniami producenta. Sygnał utrwalono  
na kliszach fotograficznych Agfa. W celu wykrycia znacznika HA-tag (ang. human influenza 
hemagglutinin) stosowano specyficzne przeciwciała α-HA (Roche, 12CA5) w stężeniu 1:1000 
w 5% odtłuszczonym mleku w PBST przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. Następnie 
przepłukano membrany trzykrotnie po 5 min roztworem PBST, po czym inkubowano  
z przeciwciałami drugorzędowymi, α-mysimi IgG w stężeniu 1:25000 (Thermo Fisher, 
31430) przez 1 godzinę w 5% odtłuszczonym mleku w PBST. Wywoływano tak jak przy 
wykrywaniu znacznika TAP-tag. Do immunodetekcji białek Ilv2 i Sgt2 po blokowaniu 
membranę przecięto wzdłuż linii na wysokości 55 kDa. Obie części inkubowano w tym 
samym czasie z króliczymi poliklonalnymi przeciwciałami α-Ilv2 (fragment powyżej 55 kDa) 
lub α-Sgt2 (fragment poniżej 55 kDa) w rozcieńczeniach 1:500 w 5% roztworze mleka  
w TBST (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH=7,4, 0,01% TWEEN 20) przez 1 godzinę  
w temperaturze pokojowej. Następnie filtry przepłukano trzykrotnie roztworem PBST  
(5 min), a potem przeprowadzono inkubację z przeciwciałami drugorzędowymi, α-króliczymi 
IgG (Sigma, A0545) sprzężonymi z peroksydazą chrzanową w rozcieńczeniu 1:10000  
w 5% roztworze odtłuszczonego mleka w PBST przez godzinę w temperaturze pokojowej.  
W takich samych warunkach przeprowadzano detekcję białka Trr1, używając do detekcji 
króliczych poliklonalnych przeciwciał α-Trr1 w rozcieńczeniu 1:500. Do detekcji białek Ilv2, 
Sgt2 i Trr1 przygotowano substrat: do 5 ml 100 mM Tris-HCl pH=8,8 dodano 12,5 μl 90 mM 
kwasu kumarowego (Sigma), 30 μl 250 mM luminolu (Sigma) oraz 3 μl 30% H2O2 (Sigma). 
Tak jak wcześniej, sygnał utrwalono na kliszach fotograficznych Agfa. 
 
2.12. Ekstrakcja małych RNA z drożdży 
 Frakcję małych RNA z drożdży wyizolowano zmodyfikowaną metodą wg (Wu et al., 
2013) z ok. 10 OD drożdży zbieranych przy gęstości optycznej OD=~0,4. Pelet przepłukano 
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sterylną wodą miliQ i zamrożono w ciekłym azocie. Następnie osad zawieszono w 400 μl 
zimnego TSE (10 mM EDTA, 500 mM NaCl, 100mM Tris-HCl pH=7,5), dodano 400 μl 
kwaśnego fenolu nasyconego TSE (TSE:fenol 1:1) i inkubowano 1 h w bloku grzewczym  
w temperaturze 37°C, z wytrząsaniem 200-300 rpm. Co 15 min próbki mieszano poprzez 
obracanie. Następnie próbki przełożono na lód na 30 min, również mieszając co 15 min przez 
obracanie. Po tym czasie próbki zworteksowano przy niskich obrotach przez 2 minuty  
i zwirowano 6 min 15 000 rpm w temperaturze pokojowej. Fazę wodną ekstrahowano 
dwukrotnie fenolem nasyconym TSE, po czym strącono 3 objętoścami 98% etanolu  
w temperaturze -80°C przez noc. Następnego dnia wirowano 20 min 15 000 rpm w wirówce 
schłodzonej do 4°C, po czym dwukrotnie przepłukano 70% etanolem. Osad wysuszono  
i zawieszono w 20 μl H2O. 
 
2.13. Analiza northern blot 
 Do rozdziału RNA używano 8% żeli poliakrylamidowych (akrylamid/bisakrylamid  
w stosunku 19:1 Sigma) w roztworze 8 M mocznika i w buforze 1x TBE (89 mM Tris base, 
89 mM kwas borowy, 2 mM EDTA). Na żel nakładano 10 μg frakcji małych RNA w buforze 
do nakładania próbek (98% formamid (Sigma); 0,025% cyjanian ksylenu; 0,025% błękit 
bromofenolowy) w stosunku 1:1. Przed nałożeniem na żel próbki zostały zdenaturowane  
w temperaturze 95°C przez 5 minut. Rozdział elektroforetyczny przeprowadzano przy stałej 
mocy prądu 15W, po czym rozdzielony RNA przeniesiono na membranę nylonową (Hybond 
N+, Amersham Biosciences) za pomocą elektrotransferu mokrego w buforze 0,5x TBE przy 
stałym natężeniu prądu 10 mA przez noc. Po zakończeniu transferu RNA utrwalano  
na membranie przez naświetlanie promieniami UV (1200 x 100 μJ/cm2) w komorze 
sieciującej Crosslinker UVC500, Hoefer. 
 Prehybrydyzację membran przeprowadzano w piecu hybrydyzacyjnym temperaturze 
37°C przez 30 min w 5 ml buforu hybrydyzacyjnego (5x Bufor Denhardta (0,1% fikol 400; 
0,1% poliwinylopirolidon; 0,1% BSA), 6x SSPE (1 M NaCl; 6 mM EDTA; 60 mM bufor 
fosforanowy pH = 7,4), 0,5% SDS). Następnie w tym samym buforze i warunkach inkubacji 
prowadzono hybrydyzację przez noc w obecności 10 pmoli specyficznych sond 
oligonukleotydowych (Tabela 5), wyznakowanych radioaktywnie 32P-γATP (Hartmann 
Analytics) z użyciem 1 U kinazy polinukleotydowej PNK (Thermo Fisher Scientific) według 
zaleceń producenta (30 min w temperaturze 37°C). Nadmiar sondy po hybrydyzacji 
odpłukano poprzez trzykrotną inkubację membrany z buforem 6x SSPE przez 15 min w 37°C 
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37°C. Ekspozycję przeprowadzano z użyciem ekranu Storage Phosphor Screen BAS-IP MS 
(Fuji Lifesciences) i skanowano przy użyciu skanera Typhoon FLA 9000 (GE Healthcare). 
 
Starter Nazwa Sekwencja 
W197 tRNAIVLys1 GTGTTATTAGCCCTGTAGG 
W213 mt-tRNAHis ACCATTGAAATATATTCACC 
W223 mt-tRNATyr CAACTCCAACTACCAACATTG 
W229 tRNAVIIPhe GTATGGCTTATTATGCGAATTC 
Tabela 5. Lista sond użytych w pracy. Na podstawie Skowronek et al., 2014. 
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Wyniki 
1. Wykrywanie potencjalnych alternatywnych miejsc inicjacji translacji 
Do tej pory opisano zaledwie pięć przypadków białek drożdżowych posiadających 
zarówno izoformy kanoniczne, inicjowane z kodonu AUG, oraz wydłużone, powstałe  
w wyniku startu translacji z kodonu non-AUG, położonego powyżej opisanego miejsca startu 
(Chang i Wang, 2004; Tang et al., 2004; Soumi et al., 2014; Kritsiligkou et al., 2017; 
Heublein et al., 2019). Aby sprawdzić, czy takie przypadki występują powszechnie  
w genomie drożdżowym, wykonano wyliczenia bioinformatyczne. Jako możliwe 
alternatywne miejsca startu translacji (aTIS) wybrano kodony spokrewnione z AUG (CUG, 
UUG, GUG, ACG, AUC, AUA i AUU), które różnią się od niego jednym nukleotydem  
i mogą służyć do inicjacji translacji u drożdży (Chang et al., 2010; Hinnebusch et al., 2016). 
Do analiz dołączono też kodon uAUG (upstream AUG). Wyliczone przez algorytm 
wydłużenia na końcu N nazwano NTE (ang. N-terminal extension), a zawierające je białka – 
białkami NTE. Algorytm wyszukiwania regionów NTE został opracowany przez mgr Lounisa 
Zenad, a udoskonalony i przeprowadzony rzez mgr Michała Świrskiego (Monteuuis et al., 
2019). Pozostałe analizy z wykorzystaniem powstałej bazy danych przygotowała autorka  
tej pracy. 
Analizie poddano 6 664 drożdżowych ORF opisanych w bazie SGD, a zastosowanie 
algorytmu ujawniło, że 4 457 z nich może zyskiwać jedno i więcej NTE, dając łącznie 12 953 
wydłużonych izoform. Z uzyskanej bazy danych odfiltrowano część genów, tworząc zbiór 
tzw. genów wysokiego prawdopodobieństwa (ang. high confidence genes), na których oparto 
dalsze analizy (patrz Materiały i Metody). W ten sposób otrzymano 6 110 genów, z których 
4 065 zyskuje NTE (łącznie 11 607 izoform) (Tabela 6).  
 Cały genom Geny wysokiego prawdopodobieństwa 
Geny 6 664 6 110 
Geny NTE 4 457 4 065 
Izoformy NTE 12 953 11 607 
Geny bez NTE 2 207 2 045 
Białka MTS+ 565 517 
Izoformy MTS+ 1 286 1 199 
Białka MTS- 233 206 
Izoformy MTS- 720 623 
Tabela 6. Wyniki wyszukiwania białek wydłużonych na końcu N (NTE). Kolumna „Cały genom” odnosi się 
do całego genomu drożdżowego zawartego w SGD. „Geny wysokiego prawdopodobieństwa” powstały przez 
odfiltrowanie części ORF z całego genomu (patrz Materiały i Metody). Wiersz „Geny” zawiera wszystkie ORF 
uwzględnione w teście. „Geny NTE” to liczba genów, dla których przewidziano niekanoniczne wydłużenia. 
„Izoformy NTE” określają ilość izoform generowanych w wyniku niekanonicznej translacji. „Geny bez NTE” 
opisują ilość genów, dla których nie przewidziano NTE. Wiesze „Białka MTS+/MTS-” i „Izoformy MTS+/MTS-” 
wskazują ilość białek/izoform, którym przypisano parametry MTS+ i MTS- (szczegóły w tekście oraz  
w Materiałach i Metodach).  





























Wykres 1. Udział niekanonicznych miejsc startu ze względu na ilość wykrytych poszczególnych kodonów. 
Podwójny wykres kołowy. W legendzie wypisano wszystkie kodony niekanoniczne użyte w analizie. uAUG 
(upstream AUG) oznacza dodatkowy kodon AUG położony powyżej kanonicznego miejsca startu. Mniejszy 
wykres obrazuje ilość kodonów NUG, zaś większy pozostałe, wskazując na udział ogółu kodonów NUG  
w całości. Wartości procentowe z mniejszego wykresu dotyczą wartości uzyskanych w całej analizie. 
 
Analizując udział kodonów, wykrytych przez algorytm (Wykres 1), można zauważyć 
przewagę kodonów AUU i AUA, co można tłumaczyć tym, że genom drożdżowy jest  
AT-bogaty (tylko 38% par GC) (Mewes et al., 1997). Najprawdopodobniej większość 
przewidzianych aTIS nie jest używana do startu translacji, a zwłaszcza te położone najdalej 
od kodonu AUG, bądź będące w nieodpowiednim kontekście Kozak (Kozak, 1987). Kodony 
NUG, najczęściej wykorzystywane w inicjacji translacji (Hinnebusch, et al., 2016; Na et al., 
2018), stanowią 29% wszystkich prawdopodobnych miejsc startu.  
Ciekawe jest to, że znaleziono 212 przypadków (1,8% wszystkich), dla których 
kodonem aTIS jest uAUG położony powyżej anotowanego TIS. Może to sugerować błędną 
anotację genów w bazie SGD. Tak było w sytuacji genów VAS1 (Chatton et al., 1999) i HTS1 
(Chiu et al., 1992), które, podobnie jak ALA1 i GRS1, kodują syntetazy aa-tRNA zarówno 
cytoplazmatyczne (krótszy ORF) jak i mitochondrialne (wydłużony ORF). W przypadku 
ALA1 i GRS1, synteza wydłużonej izoformy inicjowana jest z kodonów niekanonicznych,  
zaś dla VAS1 i HTS1 alternatywnym miejscem startu są kodony AUG położone powyżej TIS 
dla formy cytoplazmatycznej. Obecnie w SGD dla tych dwóch genów (VAS1 i HTS1) 
zapisane jest miejsce startu dające najdłuższy CDS. Jednak nie można jednoznacznie 
przełożyć tych wniosków na pozostałe wykryte przypadki. Poznanie dokładnych miejsc startu 
inicjacji translacji TIS (and. traslation initiation site) jest możliwie jedynie dzięki badaniu 
pojedynczych przypadków oraz analizie profilowania rybosomów z użyciem antybiotyków 
immobilizujących rybosomy inicjujące, takich jak harringtonina czy laktynomycyna (Andreev 
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et al., 2017). Obecnie dla S. cerevisiae nie są jednak dostępne dane z profilowania 
rybosomów inicjujących. 
Długość NTE waha się od 1 do 299 aminokwasów (aa), co wynika z założeń 
opisanego w programie algorytmu (analizie poddano 300 aminokwasów powyżej kodonu 
AUG), natomiast średnia wartość wynosi 18,4 aa, a mediana 10 aa. Przeważają wydłużenia 
krótkie od 1 do 30 aa (84,1%). Bardzo długie NTE (powyżej 100 aa) są sporadyczne (227 
przypadki; 1,9% wszystkich izoform). Współczynnik korelacji Pearsona r wynosi -0,4889,  
co wskazuje na przewagę krótkich wydłużeń (Wykres 2). Nie wykryto zależności między 
długością NTE a długością białka (współczynnik korelacji Pearsona r = -0,0352), co oznacza, 
że każde białko może mieć zarówno długie jak i krótkie NTE. 
  
Wykres 2. Rozkład długości wydłużeń na końcu N. Na osi X oznaczono długość izoform (w aminokwasach), 
zaś na osi Y ilość izoform o danej długości. Wartości na osi X podano w skali logarytmicznej (log2). 
 
Najdłuższe przewidziane NTE posiadają ORF YBL068W-A i YBR219C, jednak jest 
mało prawdopodobne, że tak długie białka są syntetyzowane, gdyż w transkryptomie 
drożdżowym mRNA dla tych ORF nie jest wykrywany (Pelechano et al., 2013). Gdyby 
pominąć izoformy najkrótsze (1-2 aa) oraz najdłuższe (powyżej 100 aa), pozostaje  
9 529 izoform, które wykazują jeszcze silniejszą ujemną korelację między długością izoformy 
a jej częstością (współczynnik korelacji Pearsona r = -0,7764), co ponownie wskazuje  
na znaczną przewagę krótkich NTE. Uzyskane dane współgrają z danymi proteomicznymi 
końców N, wskazującymi na wykorzystywanie TIS położonych blisko siebie (Helsens, et al., 
2011; Van Damme et al., 2014).  
Białka NTE przeanalizowano również pod kątem funkcji przypisanych w bazie Gene 
Ontology (GO). Nie zaobserwowano jednak wysokiego wzbogacenia w którejkolwiek  
z kategorii (Tabela 7). Nie jest to jednak dziwne, biorąc pod uwagę, że ponad 2/3 białek 
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kodowanych w genomie drożdżowym może potencjalnie posiadać przynajmniej jedno 
wydłużenie na końcu N.  






Aktywność katalityczna 39,1% 34,0% 1,33e-22 
Wiązanie jonów 26,1% 22,3% 1,37e-16 
Wiązanie białek 16,5% 13,6% 6,44e-14 
Wiązanie małych cząstek 15,4% 13,2% 1,59e-07 
Wiązanie anionów 15,6% 13,5% 7,96e-07 
Wiązanie nukleotydów 14,2% 12,2% 1,64e-06 
Wiązanie antybiotyków 12,0% 10,2% 2,73e-06 
Wiązanie jonów metali 13,4% 11,5% 9,11e-06 
Aktywność hydrolazowa 17,0% 15,0% 1,77e-05 
Wiązanie ATP  10,9% 9,3% 9,35e-05 
Wiązanie rybonukleotydów  12,6% 10,9% 0,00010 
Aktywność pirofosfotazowa 7,6% 6,3% 0,00017 
Wiązanie mRNA  3,5% 2,7% 0,00022 
Aktywność ATPazy 5,2% 4,2% 0,00211 
Wiązanie DNA 9,9% 8,6% 0,00424 
Wiązanie niezwiniętych białek 1,7% 1,2% 0,00476 
Tabela 7. Analiza GO Term Function przy użyciu GO Term Finder, dostępnego na stronie SGD. Wybrano 
szesnaście przykładowych kategorii Gene Ontology. Kolumna „występowanie w NTE” określa ilość białek NTE 
o danej funkcji w zbiorze białek. Analogicznie „występowanie w genomie” dotyczy tylko częstotliwości danych 
genów w całym genomie. Część białek posiada kilka funkcji i jest wyszczególnione w kilku kategoriach. 
Wartość p, wskazująca prawdopodobieństwo losowego dopasowania, została wyliczona według algorytmów 
oprogramowania. 
 
Przeprowadzono również analizę lokalizacji białek, które mogą potencjalnie zyskiwać 
NTE. Na początku skupiono się na lokalizacji opisanej w SGD, gdyż jest ona 
udokumentowana w badaniach wysokoprzepustowych i eksperymentalnych. W szczególności 
przyjrzano się białkom przypisanym do więcej niż jednego organellum, ponieważ w wielu 
przypadkach białka lokalizują się w kilku miejscach, pomimo braku specyficznych sygnałów 
kierujących. W kontekście badań nad NTE szczególnie interesująca jest lokalizacja 
mitochondrialna, peroksysomalna oraz w retikulum endoplazmatycznym (ER), gdyż sygnały 
kierujące do tych organelli komórkowych mają postać presekwencji na końcu N (Kunze  
i Berger, 2015). Przyjmując, że białka NTE cechują się podwójną lokalizacją, sprawdzono 
jaki procent białek cytoplazmatycznych stanowią białka przypisane do ER, mitochondriów  
i peroksysomów. Takie samo zestawienie przygotowano też dla białek jądrowych  
i błonowych (Wykres 3). Okazuje się, że ponad 1/4 białek cytoplazmatycznych i błonowych 
posiada dodatkową lokalizacją mitochondrialną, wykazaną eksperymentalnie, bądź  
w badaniach wysokoprzepustowych według SGD. Niski udział białek peroksysomalnych  
w tym zestawieniu wynika z ich niewielkiej ilości w stosunku do całego proteomu 
drożdżowego.  
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Warto wspomnieć, że lokalizacja 13,4% białek NTE jest nieznana. Być może dalsze 
badania nad wydłużeniami końca N pozwolą lepiej poznać ich funkcje oraz lokalizację 
komórkową. 
 
Wykres 3. Podwójna lokalizacja białek NTE. Wykres kolumnowy, pokazujący udział białek ER (kolor 
niebieski), mitochondrialnych (kolor pomarańczowy) i peroksysomalnych (kolor szary) we frakcjach białek 
cytoplazmatycznych, jądrowych oraz błonowych.  
 
Podsumowując, w wyniku inicjacji translacji z kodonów non-AUG mogą powstawać 
tysiące wariantów NTE o różnych funkcjach. Przeprowadzona analiza jednak nie wyczerpuje 
wszystkich możliwości startu syntezy białka z kodonów niekanonicznych. Możliwe jest 
również wykorzystywanie miejsc nie ujętych w algorytmie wyszukiwania wydłużeń.  
Na przykład, kodon CUU stanowi miejsce startu dla Hyr1 (Kritsiligkou et al., 2017), pomimo 
że nie jest spokrewniony z AUG. 
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2. Identyfikacja MTS w izoformach wydłużonych na końcu N 
 Aby poznać lepiej funkcje białek NTE, postanowiono przyjrzeć się dokładniej 
lokalizacji mitochondrialnej poszczególnych izoform. Wybrano mitochondria ze wzgledu  
na dostępność wielu wiarygodnych algorytmów przewidujących wystąpienie sygnału 
lokalizacji mitochondrialnej MTS oraz istnienie dobrze opracowanych metod izolacji 
mitochondriów, co jest istotne dla eksperymentalnej weryfikacji danych. Ponadto, 
wcześniejsze doniesienia wskazują kilka przypadków mitochondrialnej lokalizacji 
wydłużonych na końcu N izoform białkowych syntetyzowanych z kodonu non-AUG (Chang  
i Wang, 2004; Tang et al., 2004; Soumi et al., 2014; Kritsiligkou et al., 2017). Postanowiono 
więc sprawdzić, czy takie zjawisko jest powszechne i znaczące dla różnorodności 
drożdżowego genomu mitochondrialnego. 
Prawdopodobieństwo wystąpienia MTS wyliczono przy użyciu programów  
MitoProt II (Claros et al., 1995), TargetP (Emanuelsson et al., 2007) oraz MitoFates 
(Fukusawa et al., 2015) dla form kanonicznych oraz każdej izoformy wydłużonej.  
Na podstawie uzyskanych wyników nadano parametry MTS+ oraz MTS- (patrz Materiały  
i Metody), które określają w jaki sposób wydłużone izoformy zmieniają swoją lokalizację 
mitochondrialną. Białka MTS+ to takie, których forma podstawowa jest niemitochondrialna,  
a wydłużona lokalizuje się w mitochondriach, natomiast parametr MTS- oznacza sytuację 
odwrotną, kiedy to wydłużone formy pierwotnie mitochondrialnych białek tracą lokalizację 
mitochondrialną.  
 Długość natywnych MTS u drożdży S. cerevisiae waha się od 6 do 122 aminokwasów 
(Vögtle et al., 2009; Teixeira i Glaser, 2013), dlatego postanowiono sprawdzić zależność 
między długością NTE a prawdopodobieństwem uzyskania MTS przez izoformę.  
Nie wykryto jednak żadnej znaczącej korelacji dla wszystkich izoform NTE (współczynnik 
korelacji Pearsona r = 0,014), ani dla białek MTS+ (r = 0,196) czy dla MTS- (r = -0,258), 
dlatego skupiono się na innych cechach zbiorów MTS+ i MTS-. 
Parametr MTS+ został przypisany 517 białkom, dającym w sumie 1 199 izoform. 
Wśród nich znaleziono Ala1, Grs1, Hfa1 i Hyr1, dla których wcześniej opisano wydłużone 
izoformy lokalizujące się w mitochondriach (Chang i Wang, 2004; Tang et al., 2004; Soumi 
et al., 2014; Kritsiligkou et al., 2017). Tendencja ogólnej lokalizacji komórkowej białek 
MTS+ jest podobna do białek MTS-, lecz można zaobserwować znacznie wyższy udział białek 
jądrowych (Wykres 4a i 4b). Większość białek jądrowych odpowiada za obróbkę DNA  
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i RNA oraz ich szeroko pojęty metabolizm. Mitochondria również posiadają własny genom, 






Wykres 4. Analiza lokalizacji białek MTS+ i MTS-. Zestawiono lokalizację komórkową białek kategorii MTS+ 
(kolor niebieski) i MTS- (kolor pomarańczowy) według SGD. A) Wybrane lokalizacje komórkowe wszystkich 
białek o parametrach MTS+ i MTS-. Ponieważ białka cechują się lokalizacją w kilku miejscach (oprócz 
lokalizacji nieznanej), wartości procentowe nie sumują się do 100%. B) Wybrane dodatkowe lokalizacje białek 
MTS+ i MTS-, anotowanych jako mitochondrialne w SGD. Wykluczono białka cytoplazmatyczne, gdyż w SGD 
każde białko mitochondrialne jest jednocześnie przydzielone do puli białek lokalizujących się w cytoplazmie. 
 
Ciekawe jest, że analiza GO Term Function dla białek MTS+ nie wykryła żadnego 
wzbogacenia jakiejkolwiek frakcji białek, co wskazuje na to, że MTS w obrębie NTE mogą 
zyskiwać całkowicie losowe białka. Wiele z białek MTS+ zyskuje bardzo wysokie parametry 
MTS (543 izoform z MTS > 0,8 oraz 301 z MTS > 0,9) (Wykres 5), dzięki czemu 
A 
B 
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prawdopodobieństwo ich lokalizacji mitochondrialnej znacząco wzrasta. Ponadto, kilkanaście 
z nich (6,2%) z bardzo niskim, lecz rozpoznawalnym MTS w kanonicznej formie (poniżej 
0,2), zyskuje bardzo wysoki MTS w formie wydłużonej (ponad 0,9). 
 
Wykres 5. Prawdopodobieństwo uzyskania MTS przez białka MTS+. Liczby oznaczają maksymalną wartość 
MTS, wyliczoną przez MitoProt II, TargetP i MitoFates. 
 
 Z 517 białek, oznaczonych parametrem MTS+, tylko 88 jest opisanych w SGD jako 
mitochondrialne, ale 364 zidentyfikowano w najnowszym opracowaniu proteomu 
mitochondrialnego, z czego 59 zakwalifikowano do najwyższej, pierwszej klasy czystości 
(Morgenstern et al., 2017). Interesujące jest to, że tylko 34% białek określonych jako 
mitochondrialne ma przewidziany MTS z prawdopodobieństwem powyżej 0,4 (według 
MitoProt II, TargetP lub MitoFates). W związku z tym sprawdzono, ile z pozostałych 
mitochondrialnych białek o niskim prawdopodobieństwie lokalizacji mitochondrialnej 
zyskuje MTS poprzez niekanoniczne wydłużenia na końcu N. Okazało się, że więcej niż 14% 
białek NTE i zidentyfikowanych w badaniu proteomicznym jako mitochondrialne należy  
do kategorii MTS+ (319 białek/675 izoform). Sugeruje to, że obecność MTS na NTE wpływa 
na wzbogacenie proteomu mitochondrialnego, chociaż nie wyjaśnia w pełni fenomenu 
bogactwa mitoproteomu. 
Potwierdzeniem mitochondrialnej lokalizacji izoform MTS+ może być ich funkcja 
mitochondrialna i wpływ na funkcjonowanie mitochondriów. W związku z tym sprawdzono 
najpierw, czy brak białek MTS+ wywołuje fenotyp defektu oddechowego petite (Slonimski  
i Ephrussi, 1949; Chen i Clark-Walker, 2000; Dimmer et al., 2002; Merz i Westermann, 
2009). Spośród 554 genów pet, których delecja powoduje fenotyp petite, cechujący się 
brakiem wzrostu na niefermentowalnym źródle węgla, 27 należało do kategorii MTS+, a 355 
ogółem do białek NTE (z czego 38 to białka MTS-). Warto jednak wspomnieć, że klasyfikacja 
genów pet nie obejmuje białek niezbędnych do przeżycia komórki. Sprawdzono więc,  
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ile z białek kluczowych dla funkcjonowania drożdży, których deplecja dzięki ekspresji pod 
kontrolą regulowanego przez obecność tetracykliny promotora Tet powoduje defekty 
mitochondrialne (Altmann i Westermann, 2005), należy do kategorii MTS+. Spośród 119 
takich białek 9 należało do kategorii MTS+, 85 ogółem do białek NTE, a 3 do puli białek 
MTS- (Tabela 8). 
 
Rodzaj badania Ogół białek Białka NTE Białka MTS+ Białka MTS- 
Geny, których delecja powoduje 
fenotyp petite (Dimmer et al., 
2002; Merz i Westermann, 2009; 
SGD) 
554 355 27 38 
Geny niezbędne do przeżycia 
komórki, których wyciszenie 
powoduje defekty oddechowe 
(Altmann i Westermann, 2005) 
119 85 9 3 
Razem 673 440 36 41 
Tabela 8. Zestawienie udziału białek NTE, MTS+ i MTS- w puli białek niezbędnych do funkcjonowania 
mitochondriów. Kolumny odnoszą się odpowiednio do rodzaju badania, ogółu białek ujętych w badaniu oraz 
poszczególnych kategorii (NTE, MTS+ i MTS-). Wiersze tyczą się odpowiednich badań wraz z referencjami 
(szczegóły w tekście). We wierszu „Razem” podano wartości sumaryczne dla obu rodzajów analiz. 
 
Parametr MTS- przypisano 206 białkom, dającym 623 izoform, potencjalnie 
zyskującym nową lokalizację. Wiele z nich to białka związane z metabolizmem 
mitochondriów i oddychaniem komórkowym (84 z nich jest określone jako mitochondrialne 
w SGD), stąd ich funkcje poza mitochondriami są zagadkowe. Większość z białek MTS- 
według bazy SGD lokalizuje się w cytoplazmie, co spowodowane jest tym, że każde białko 
mitochondrialne jest automatycznie uznane jako cytoplazmatyczne, dlatego zbiór ten może 
być zawierac wiele fałszywie pozytywnych wyników. Białka o lokalizacji nieznanej stanowią 
około 15%, co jednak nie odbiega znacząco od udziału tej frakcji w całej populacji białek 
NTE (13,4%) (Wykres 4a). Kiedy sprawdzono jaką dodatkową pozamitochondrialną 
lokalizację posiadają białka MTS-, zauważono wyraźny udział białek błonowych (ponad 30%; 
Wykres 4b). Jednak ta obserwacja również może być nie do końca poprawna, gdyż wiele 
białek wewnętrznej i zewnętrznej błony mitochondrialnej, które uzyskały parametr MTS-, 
zalicza się do ogólnej puli białek błonowych. Dla wielu izoform MTS- utrata MTS w stosunku 
do formy podstawowej jest znacząca, a w przypadku aż 29,9% wyjątkowo  wysoka (ponad 
80%). Trudno jednak stwierdzić bez potwierdzenia eksperymentalnego, czy ta pula białek 
faktycznie ma zmienioną lokalizację, ponieważ transportery mitochondrialne mogą również 
rozpoznawć wewnętrzne MTS (ang. internal MTS like; iMTS-Ls) (Backes et al., 2018).  
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Co ciekawe, 8 białek posiada dwa typy izoform: jedne zaklasyfikowane jako MTS+, a drugie 
jako MTS-. 
Interesującym przykładem białka MTS- jest białko wewnętrznej błony 
mitochondrialnej Qri5, które jest wymagane do akumulacji dojrzałego mRNA COX1 i może 
brać udział w translacji białka Cox1. Poza silnym MTS na końcu N, Qri5 posiada sygnał 
lokalizacji jądrowej NLS (ang. nuclear localisation signal) na końcu C (wyliczony 
programami PSORT, NucPred i cNLS Mapper; patrz Materiały i Metody). W przypadku 
wydłużonej formy, MTS na końcu N jest zakrywany przez 28-aminokwasową sekwencję, 
przez co według predykcji, NTE-Qri5 lokalizuje się w jądrze komórkowym (Fig 11).  
Co prawda, według SGD Qri5 jest białkiem błonowym, zlokalizowanym w mitochondriach, 
ale jest jest możliwe, że alternatywna forma Qri5 jest obecna i pełni rolę w jądrze. 
 
NLS według MTS według 
PSORT NucPred cNLS Mapper MitoProt II TargetP MitoFates 
82,6% 0,86 12 0,984 0,840 0,950 
91,3% 0,92 12 0,055 0,192 0,018 
Fig 11. Qri5 – przykład białka MTS-. Górny panel przedstawia schemat białka Qri5. Na czerwono zaznaczono 
sygnał lokalizacji mitochondrialnej MTS, a na żółto sygnał lokalizacji jądrowej NLS. Kolorem jasnoniebieskim 
wskazano NTE, a kodony inicjujące zapisano poniżej. W tabeli przedstawiono prawdopodobieństwo 
występowania NLS i MTS oszacowane przy użyciu programów PSORT, NucPred, cNLS Mapper (NLS) oraz 
MitoProt, TargetP i MitoFates (MTS). W przypadku cNLS Mapper podano najwyższą wartość wykrytego 
sygnału NLS.   
 
Aby dokładniej poznać dokładniej funkcje białek MTS-, należy najpierw 
przeprowadzić bardziej szczegółowe analizy, łącznie wyliczeniem prawdopodobieństwa 
występowania w innych organellach komórkowych, a następnie eksperymentalnie 
potwierdzić ich obecność i działanie w odpowiednich lokalizacjach.  
Podsumowując, według wyliczeń bioinformatycznych NTE oraz obecny na nim MTS 
mają istotny wpływ na transport białek do mitochondriów. Białka NTE pełnią funkcje  
w mitochondriach, wpływając na ich fenotyp i funkcje w komórce. Przeprowadzone analizy 
bioinformatyczne stanowią podstawę dla kolejnych badań eksperymentalnych. 
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3. Lokalizacja białek NTE w mitochondriach 
Aby potwierdzić eksperymentalnie lokalizację mitochondrialną białek NTE  
(MT-NTE; mitochondrialnych białek NTE), wybrano 18 losowych białek z kategorii MTS+ 
(Tabela 9) i przeprowadzono frakcjonowanie komórek drożdżowych szczepów, wyrażających 
analizowane białka w fuzji ze znacznikiem TAP-tag (ang. Tandem Affinity Purification tag) 
na końcu C, po czym za pomocą techniki western blot oznaczono obecność badanych białek 
w poszczególnych frakcjach. Cztery z wybranych białek (Adh4, Trr1, Trz1 i Hyr1) zostały już 
wcześniej opisane jako mitochondrialne (Young i Pilgrim, 1985; Pedrajas  et al., 1999; Trotter 
i Grant, 2005; Vögtle et al., 2012; Skowronek et al., 2014; Kritsiligkou et al., 2017),  
co potwierdziły uzyskane w pracy wyniki.  
 




Długość NTE Klasa 
(Morgenstern et al., 2017) 
Adh4 0,032 0,899 
3, 16, 38, 43, 56, 69, 70, 79, 
80, 83, 86, 89  
Klasa 1 
Atg1 0,049 0,273 3, 15 Klasa 1 
Fur1 0,089 0,292 3, 18, 24, 29, 35 Klasa 3 
Gpp1 0,036 0,778 2, 5, 12, 21, 30, 32, 33, 39 Klasa 2 
Gpp2 0,039 0,487 3, 6, 12, 17, 24, 31 Klasa 3 
Hyr1 0,023 0,452 1, 10,16, 24, 26, 30 Klasa 3 
Ioc4 0,040 0,442 1, 7, 14, 17, 18 - 
Lsm1 0,082 0,291 5, 21 Klasa 3 
Lsm4 0,042 0,190 6, 11, 17, 18 - 
Mtr4 0,042 0,156 3, 6 Klasa 3 
Mum2 0,050 0,317 12, 17 - 
Nop9 0,090 0,319 1, 3, 4, 12, 13, 14 Klasa 1 
Pmt2 0,144 0,596 
1, 23, 36, 43, 45, 65, 70, 75, 
76, 78, 82, 85, 92 
Klasa 3 
Rnt1 0,034 0,338 
7, 26, 27, 33, 39, 43, 48, 64, 
69, 72 
- 
Trm3 0,107 0,289 12 Klasa 3 
Trr1 0,108 0,363 1, 4, 5, 9, 13, 16, 21, 28, 38 Klasa 3 
Trx2 0,070 0,565 1, 8, 9, 23, 24, 30, 31 Klasa 3 
Trz1 0,066 0,866 1, 14, 33, 43, 51, 54 Klasa 1 
Sgt2 0,136 0,150 1, 4, 6, 9 Klasa 3 
Tabela 9. Lista przebadanych białek z kategorii MTS+. Kolumny „Kanoniczny MTS” i „NTE MTS” 
zawierają przewidzianą wartość MTS (podano średnią z parametrów wyliczonych przez MitoProt II (MP), 
TargetP (TP) i MitoFates (MF)) odpowiednio dla formy syntetyzowanej z kodonu AUG i non-AUG.  
W przypadku „NTE MTS” przestawione są wartości najwyższe. „Długość NTE” określa długość potencjalnych 
wydłużeń na końcu N (NTE), powstałych w wyniku inicjacji translacji z kodonu non-AUG. Pogrubiono 
izoformę o najwyższej średniej wartości MTS. „Klasa” odnosi się do klasyfikacji białek według najnowszego 
proteomu mitochondrialnego (Morgenstern et al., 2017). 
 
Frakcjonowaniu poddano ekstrakty komórkowe ze szczepów drożdżowych, 
posiadających w swoim genomie badane białka w fuzji ze znacznikiem TAP-tag na końcu C 
przy zachowaniu natywnego promotora i końca N. Wykorzystano zmodyfikowany protokoł 
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do izolacji mitochondriów z drożdży (Meisinger et al., 2006; Meisinger et al., 2000), 
umożliwiający częściowo ilościowe uzyskanie poszczególnych frakcji i ich późniejsze 
porównanie (patrz Materiały i Metody). 
Białka znakowane na końcu C znacznikiem TAP-tag wykrywano za pomocą 
przeciwciał PAP (ang. peroxidase-anti-peroxidase), skierowanych przeciwko znacznikowi.  
W przypadku Trr1 użyto specyficznych poliklonalnych przeciwciał. W celu określenia 
czystości poszczególnych frakcji zastosowano specyficzne przeciwciała przeciwko 
mitochondrialnemu Ilv2 i cytoplazmatycznemu Sgt2. Dodatkowo, Sgt2, będące białkiem NTE 




Fig 12. Analiza western blot ekstraktów drożdżowych białek MTS+ po frakcjonowaniu. Przedstawiono 
ekstrakt całkowity (frakcja T), frakcję cytozolową (C), mitochondrialną (M) oraz mitochondrialną zagęszczoną 
(D; 8 razy skoncentrowana). Białka znakowane na końcu C znacznikiem TAP-tag wykryto przy użyciu 
przeciwciał PAP; Ilv2 (kontrola czystości frakcji mitochondrialnej) oraz Sgt2 (kontrola czystości frakcji 
cytoplazmatycznej) wykryto za pomocą specyficznych przeciwciał. 





Fig 13. Analiza western blot ekstraktów drożdżowych białek MTS+ po frakcjonowaniu, ciąg dalszy. Opis 
jak przy Fig 12. Trr1 wykryto za pomocą specyficznych przeciwciał. 
 
Inicjacja startu translacji z kodonu niekanonicznego zachodzi przeważnie na bardzo 
niskim poziomie, stąd nie zawsze możliwe było zaobserwowanie sygnału w podstawowej 
frakcji mitochondrialnej (M). Aby umożliwić detekcję niewielkiej ilości białek, przygotowano 
również frakcję zagęszczonych mitochondriów D (8 razy bardziej skoncentrowana niż frakcja 
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M; szczegóły w Materiałach i Metodach), w której można zaobserwować wyraźny sygnał 
pochodzący od badanego białka.  
Wszystkie z testowanych białek MTS+ wykryto we frakcjach mitochondrialnych, 
głównie we frakcji zagęszczonej, co jest zgodne z spodziewanym niskim poziomem 
wydłużonych izoform. Kontrolne cytoplazmatyczne białko Sgt2 nie było obecne we frakcjach 
M i D (Fig 12-13). Analizy te wskazują na to, że podwójna lokalizacja białek, cytozolowa  
i mitochondrialna, jest powszechniejsza niż przewidywano i może mieć związek  
z występowaniem dodatkowego MTS w obrębie NTE. Jednak na tym etapie nie można 
wykluczyć możliwości, że badane białka lokalizują się w mitochondriach nie jako izoformy 
NTE, ale jako formy podstawowe transportowane do mitochondriów w niekanoniczny 
sposób. Ponadto, w większości przypadków białek mitochondrialnych presekwencja 
zawierająca MTS jest proteolitycznie odcinana, co utrudnia stwierdzenie obecności regionu 
NTE dla białek MT-NTE.  
Aby potwierdzić, że do mitochondriów kierowane są wydłużone formy białek,  
a nie kanoniczne, przeprowadzono frakcjonowanie ekstraktów komórkowych ze szczepów 
drożdżowych, wyrażających białka tylko w kanonicznej formie, inicjowanej z kodonu AUG. 
Do tego celu wybrano białka Lsm1 i Mtr4 wyrażane w fuzji ze znacznikiem HA (ang. human 
influenza hemagglutinin) (Fig 14). W przypadku Mtr4 użyto szczepu GAL1::HA-Mtr4AUG 
(Torchet et al., 2002), zaś dla Lsm1 wykorzystano szczep wyrażający GAL1-Lsm1AUG-HA  
z plazmidu kolekcji MORF (ang. movable ORF) (Gelperin et al., 2005). Szczep  
GAL1-Lsm1AUG-HA hodowano na pożywce YPD, by uniknąć błędnej lokalizacji, 
wynikającej z nadekspresji, zaś GAL1::HA-Mtr4 na YPGal, gdyż deplecja Mtr4 jest  
dla drożdży letalna. 
 
 
Fig 14. Frakcjonowanie szczepów, wyrażających jedynie kanoniczne formy Mtr4 i Lsm1. Analiza western 
blot ekstraktu całkowitego (T), frakcji cytozolowej (C) i frakcji mitochondrialnych (M, D). Białka znakowane 
znacznikiem HA zostały wykryte przy użyciu przeciwciał α-HA. Il2 i Sgt2 jak w figurach 12-13. 
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Tak jak przewidywano, formy podstawowe tych białek nie były obecne  
w mitochondriach, co potwierdza koncepcję o istotnym udziale NTE i zawartego na nim MTS 
w lokalizacji mitochondrialnej białek niemitochondrialnych.  
Ciekawą obserwacją, która również popiera tę tezę jest to, że w dwóch przypadkach 
zbadanych białek MT-NTE, a mianowicie dla Trz1 i Mtr1, obserwuje się nieznaczną, lecz 
zauważalną, różnicę w migracji między formami cytozolowymi a mitochondrialnymi. 
Możliwe, że warianty mitochondrialne ulegają modyfikacjom post-translacyjnym  
w mitochondriach, co powoduje ich wolniejszą migrację (Stram i Payne, 2016), lecz  
nie można wykluczyć, że ich presekwencje zawierające MTS nie ulegają cięciu 
proteolitycznemu w mitochondriach, co pozwala na zaobserwowanie obu izoform. 
Przebadano również 5 białek spoza puli MTS+, o słabym MTS w formie wydłużonej 
(Tabela 10). Tak jak poprzednio, poddano frakcjonowaniu szczepy drożdżowe, wyrażające 
badane białka wyznakowane na końcu C znacznikiem TAP-tag. Zaskakujące jest to,  
że wszystkie z nich lokalizowały się w zagęszczonych frakcjach mitochondrialnych, a cztery 
z nich nawet we frakcji niezagęszczonej M (Fig 15).  
 




Długość NTE Klasa 
(Morgenstern et al., 2017) 
Air2 0,046 0,085 13, 17, 23 - 
Naf1 0,081 0,082 1, 3  - 
Nrd1 0,059 0,151 1, 26 Klasa 3 
Rna14 0,030 0,040 7 Klasa 3 
Rna15 0,258 0,235 9, 20, 22, 28, 32, 33 - 
Tabela 10. Lista przebadanych białek z kategorii nienależących do kategorii MTS+. Opis analogicznie  
do Tabeli 9. 
 
Wyniki te wskazują na to, że mechanizm transportu do mitochondriów nie jest tak 
oczywisty i że istnieją ścieżki kierowania białek do mitochondriów niezależne od obecności 
MTS w badanym białku. We wszystkich tych przypadkach nie można wykluczyć błędów  
w obliczaniu MTS przez dostępne oprogramowanie, lecz możliwe są też inne przyczyny 
takiego zjawiska, takie jak transport w wyniku oddziaływania z białkami posiadającymi MTS 
w formie podstawowej albo NTE (patrz Dyskusja).  
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Fig 15. Analiza western blot ekstraktów drożdżowych białek spoza puli MTS+. Opis jak przy Fig 12.  
  
Podsumowując, potwierdzono lokalizację mitochondrialną dla 18 białek MT-NTE, 
które należą do kategorii MTS+ i są kierowane do mitochondriów prawdopodobnie dzięki 
MTS w obrębie NTE, co zostało wykazane dla 2 białek. Ponadto, ujawniono obecność  
w mitochondriach dodatkowych 5 białek NTE, które w formie wydłużonej nie zyskują MTS  
i być może są kierowane do mitochondriów dzięki odziaływaniu z białkami posiadającymi 
MTS, albo w formie podstawowej albo NTE. Tylko 5 z nich (Adh4, Trr1, Trz1, Hyr1  
i Rna14) jest opisanych jako mitochondrialne w SGD, ale 17 z nich zidentyfikowano  
w najnowszym opracowaniu proteomu mitochondrialnego, przy czym 4 zaklasyfikowano  
do najwyższej pierwszej klasy czystości (Morgenstern et al., 2017). 
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4. Potwierdzenie funkcji mitochondrialnych białek MT-NTE 
 Wiadomo jest, że brak niektórych białek mitochondrialnych może prowadzić  
do defektów oddechowych, objawiających się m.in. fenotypem petite (Dimmer et al., 2002; 
Merz i Westermann, 2009) i niemożnością wzrostu na pożywce zwierającej niefermentowalne 
źródło węgla (np. glicerol) (Chen i Clark-Walker, 2000). Postanowiono sprawdzić, czy brak 
wybranych białek MT-NTE powoduje spowolniony bądź ograniczony wzrost na pożywce 
YPG. Spośród 10 przetestowanych szczepów posiadających delecje odpowiednich genów, 
tylko dwa, lsm1Δ i lsm6Δ, wykazywały wyraźny deficyt oddechowy, objawiający się znacznie 
spowolnionym wzrostem na pożywce zawierającej glicerol jako jedyne źródło węgla (Fig 16).  
 
Fig 16. Testy wzrostowe szczepów nie wyrażających białek MT-NTE. Brak Lsm1 i Lsm6 prowadzi  
do fenotypu deficytu oddechowego. Górny panel przedstawia wzrost na podłożu pełnym z glukozą (YPD),  
a dolny na podłożu pełnym z glicerolem (YPG). Szczep dziki (BY4741) służy jako referencja.  
  
Ponadto, fenotypem petite cechują się szczepy wyrażające tylko formę podstawową, 
inicjowaną z kodonu AUG białek Mtr4 i Trz1, które są niezbędne do życia dla drożdży  
(Fig 17; Skowronek et al., 2014). Obserwacje dla Trz1 i Lsm1 są zgodne z dotychczasowymi 
doniesieniami, wskazującymi że brak tych białek prowadzi do defektów oddechowych 
(Dimmer et al., 2002; Merz i Westermann, 2009; Skowronek et al., 2014). Zaburzenia  
w funkcjonowaniu mitochondriów są także obserwowane w przypadku braku Atg1, białka 
związanego z autofagią (Zhang et al., 2007). 
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Fig 17. Testy wzrostowe szczepu GAL-MTR4. Szczep GAL-MTR4 wykazuje fenotyp defektu oddechowego. 
Szczepy: dziki (BY4741), GAL-MTR4 i GAL-SmE hodowano na podłożach pełnych z glukozą (YPD), 
glicerolem (YPG) oraz galaktozą (YPGal). Szczep GAL-SmE użyto jako kontrolę pozytywną (bez defektu 
oddechowego) dla GAL-MTR4. Szczepy GAL-SmE i GAL-MTR4 nie rosną przy braku galaktozy (na szalkach 
YPD) z powodu deplecji niezbędnych do życia białek SmE i Mtr4.  
 
Dokładniejszym analizom poddano endonukleazę 3’ tRNA Trz1, która pełni swoje 
funkcje zarówno w jądrze jak i w mitochondriach (Chen et al., 2005; Skowronek et al., 2014). 
Aby potwierdzić, że tylko izoforma NTE-Trz1 jest odpowiedzialna za funkcje 
mitochondrialne tego białka, przygotowano szereg szczepów trz1Δ, wyrażających  
na plazmidach różne warianty Trz1 zgodnie ze schematem (Fig 18). Jest to konieczne, gdyż 
delecja genu TRZ1 jest dla drożdży letalna. W tym celu przygotowano następujące 
konstrukty: TRZ1ATG (ekspresja białka Trz1AUG z kanonicznego kodonu AUG), TRZ1TTC  
i TRZ1TTC-TAP (ekspresja Trz1UUC lub Trz1UUC-TAP z najbardziej odległego przewidzianego 
kodonu non-AUG wraz z ekspresją Trz1AUG lub Trz1AUG-TAP z kodonu AUG) oraz 
TRZ1TTC/GCG-TAP z kodonem AUG zmutowanym na GCG (ekspresja wyłącznie  
Trz1UUC-TAP). Wybrano kodon GCG ponieważ, jako niespokrewniony z AUG, jest  
 
 
Fig 18. Schemat doświadczenia potwierdzającego lokalizację mitochondrialną NTE-Trz1. Na górnym 
panelu przedstawiono szczepy wyrażające różne warianty Trz1 i ich spodziewaną lokalizację oraz fenotyp. 
Poniżej zaprezentowano schemat konstruktów. TTC i ATG wskazują odpowiednio niekanoniczne i kanoniczne 
kodony startu translacji; TAP – znacznik TAP-tag; p41XADH – wektory, użyte do konstrukcji plazmidów  
z wariantami TRZ1. Dokładny opis otrzymania konstruktów w Materiałach i Metodach.  
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niezwykle rzadko używany jako aTIS (Chang et al., 2010). Jako, że jądrowa izoforma Trz1 
jest niezbędna do życia, szczep wyrażający konstrukt TRZ1TTC/GCG-TAP posiadał jednocześnie 
plazmid kodujący kanoniczną izoformę Trz1AUG bez znacznika. Wszystkie szczepy uzyskano 
w wyniku rozkładu tetrad szczepów diploidalnych TRZ1/trz1∆ transformowanych 
odpowiednimi plazmidami. 
Tak jak przewidywano, analiza fenotypu opisanych szczepów wykazała, że obecność 
obu wariantów Trz1 w komórce, Trz1AUG i Trz1UUC, pozwala na wydajne oddychanie  
i normalny wzrost na podłożu zawierającym glicerol. Dla komórek wyrażających tylko 
izoformę Trz1AUG zaobserwowano fenotyp petite i brak wzrostu na podłożu z glicerolem  
(Fig 19). Ponadto, jeżeli komórki posiadające oba konstrukty, TRZ1TTC oraz TRZ1ATG, utracą 
wariant TRZ1TTC po hodowli na podłożu zawierającym 5-FOA, który wymusza pozbycie się 
plazmidu p416ADH-TRZ1TTC z markerem pokarmowym URA, stają się petite. 
 
 
Fig 19. Testy wzrostowe różnych wariantów Trz1. Nieobecność izoformy wydłużonej powoduje fenotyp 
petite i niemożność wzrostu na podłożu, zawierającym glicerol (YPG). Testy wzrostowe na szalkach z glukozą 
(YPD) i glicerolem (YPG) kontroli (WT BY4741 oraz TRZ1/trz1Δ BY4743) oraz szczepów trz1Δ wyrażających 
warianty Trz1 opisane wcześniej. 
  
Następnie potwierdzono lokalizację izoform Trz1. Podobnie jak przy weryfikacji 
lokalizacji poprzednich białek, przeprowadzono frakcjonowanie ekstraktów komórkowych 
szczepów drożdżowych, po czym wykryto białka znakowane znacznikiem TAP-tag techniką 
western blot. Zgodnie z poprzednimi obserwacjami, izoforma kanoniczna Trz1AUG-TAP 
lokalizowała się jedynie w cytozolu, a produkty białkowe kodowane przez konstrukty 
TRZ1TTC-TAP oraz TRZ1TTC/GCG-TAP wykrywano w mitochondriach (Fig 20).  




Fig 20. Frakcjonowanie szczepów, wyrażających różne warianty Trz1. Lokalizacja wariantów białka Trz1, 
w poszczególnych frakcjach. Do zlokalizowania wariantu Trz1ATG-TAP użyto szczepu wyrażającego  
Trz1ATG-TAP pod kontrolą promotora GAL z plazmidu z kolekcji MORF (Gelperin et al., 2005). Opis jak dla  
Fig 12. 
 
 Warto podkreślić, że izoformy Trz1UUC-TAP i Trz1AUG-TAP syntetyzowane  
z konstruktów TRZ1TTC-TAP znajdują się we wszystkich frakcjach, przy czym wariant 
mitochondrialny Trz1 migruje nieco wolniej, podobnie jak Trz1-TAP wyrażane z promotora 
natywnego w szczepie Trz1-TAP. Z kolei izoforma Trz1UUC powstała w szczepie 
wyrażającym wariant TRZ1TTC/GCG-TAP jest obecna przede wszystkim we frakcjach 
mitochondrialnych. Niewielka ilość cytozolowego Trz1 może odpowiadać Trz1UUC, który  
nie został transportowany do mitochondriów, bądź izoformie Trz1 syntetyzowej z kodonu 
GCG z niską wydajnością. 
 Obecność Trz1UUC w cytozolu mimo wszystko jest zastanawiająca. W celu uzyskania 
dodatkowej kontroli, rozłożono tetrady TRZ1/trz1∆ transformowane jedynie plazmidem, 
zawierającym konstrukt TRZ1TTC/GCG-TAP. Spodziewano się, że taki układ eksperymentalny 
będzie dla drożdży letalny, gdyż brak formy jądrowej Trz1 powoduje śmierć komórki. 
Okazało się jednak, że drożdże wyrażające jedynie formę wydłużoną Trz1UUG zachowują 
normalny wzrost i fenotyp (wynik niepokazany). Aby upewnić się, że nie doszło do mutacji 
wstecznych, sprawdzono obecność mutacji ATG/GCG oraz delecji genu TRZ1 w genomie 
metodą PCR na matrycy genomowego DNA szczepu trz1∆+p416ADH-TRZ1TTC/GCG-TAP, 
stosując specjalnie zaprojektowane startery. Wyniki potwierdziły obecność delecji genu TRZ1 
w genomie oraz nieobecność kodonu ATG w genie TRZ1 kodowanym na plazmidzie (Fig 21). 
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Fig 21. Potwierdzenie poprawności szczepu trz1∆+p416ADH-TRZ1TTC/GCG-TAP. (A) Potwierdzenie delecji 
genu TRZ1 w genomie przy użyciu starterów F-Trz1-delta i R-Trz1-delta. (B) Potwierdzenie poprawności 
konstruktu plazmidowego. Elektroforeza w 1% żelu agarozowym w buforze 1x TAE z dodatkiem bromku 
etydyny. Startery lewe specyficzne do kodonu ATG genu TRZ1 (F-Trz1-mutacja-ATG) oraz do kodonu GCG 
(F-Trz1-mutacja-GCG). Jako starter prawy wykorzystano R-Trz1. PCR przeprowadzono na matrycy 
genomowego DNA szczepu dzikiego (wt) oraz badanego trz1∆+p416ADH-TRZ1TTC/GCG-TAP (mt) wraz  
z kontrolą negatywną bez matrycy (K). 
 
Następnie, aby sprawdzić, czy funkcje Trz1 w szczepie wyrażającym Trz1UUC zostały 
zachowane, zbadano dojrzewanie prekursorów tRNA przy użyciu hybrydyzacji typu northern 
blot. Do analizy wybrano dwa prekursory jądrowych tRNA (pre-tRNAIVLys1 i pre-tRNAVIIPhe) 
o długich odcinkach prekursorowych po stronie 3’, których biogeneza wymaga aktywności 
Trz1, a brak tej endonukleazy skutkuje widocznym defektem dojrzewania, oraz dwa dojrzałe 
mitochondrialne tRNA, których geny ulegają delecji z mitochondrialnego DNA przy braku 
mitochondrialnego wariantu Trz1 (Skowronek et al., 2014). Jako kontroli użyto RNA  
ze szczepu dzikiego BY4741 oraz GAL::HA-TRZ1, w którym ekspresja TRZ1 była 
zatrzymana dzięki obecności glukozy (hodowla na pożywce YPD przez 12 godzin).  
W przypadku mitochondrialnych tRNA w badanym szczepie zaobserwowano fenotyp dziki, 
wskazujący na pełne zachowanie funkcji mitochondrialnych wariantu Trz1UUC, co jest zgodne 
z fenotypem wzrostowym na podłożu z glicerolem (Fig 22A). Natomiast w przypadku 
prekursorów jądrowych występują defekty w dojrzewaniu tRNA, zbliżone do obserwowanych  
w szczepie GAL::HA-TRZ1, ale znacznie słabsze (Fig 22B). Uzyskany wynik oznacza,  
że sama forma wydłużona NTE-Trz1 jest w stanie zrekompensować brak wariantu 
podstawowego Trz1, ale tylko do pewnego stopnia. Jest możliwe, że w przypadku białka 
niezbędnego do przeżycia, pewna ilość wydłużonej formy Trz1 jest transportowana do jądra, 
gdzie pełni swoje funkcje. Nie można też wykluczyć, że kodon CGC, którym zastąpiono 
kanoniczny AUG, jest na niskim poziomie wykorzystywany jako kodon inicujący. 
Wyjaśniałoby to obecność Trz1 w cytozolu w mutancie Trz1TTC/GCG-TAP (Fig 20).   
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Fig 22. Dojrzewanie mitochondrialnych i jądrowych tRNA w szczepie trz1∆+p416ADH-TRZ1TTC/GCG-TAP. 
Analiza northern blot wybranych dojrzałych mitochondrialnych tRNA (A) i jądrowych pre-tRNA o długich 
sekwencjach prekursorowych na końcach 3’ (B). Użyto frakcji małych RNA szczepu dzikiego (wt), 
trz1∆+p416ADH-TRZ1TTC/GCG-TAP (mt) oraz GAL::HA-Trz1 poddanego 12-godzinnej deplecji na podłożu  
z glukozą (GAL). W nawiasach podano numery sond. Dla jądrowych dojrzałych i prekursorowych tRNA 
pokazano schemat tRNA i miejsce wiązania sondy.  
 
 W przypadku Trz1 interesująca jest również wyraźna różnica w migracji między 
formą jądrową a mitochondrialną, wskazująca, że forma mitochondrialna może być 
modyfikowana lub mieć większą masę cząsteczkową od podstawowej, np. z powodu 
obecności NTE, który nie został odcięty przez MPP. Podobne zjawisko obserwuje się  
dla Mtr4, ale o ile w przypadku Trz1 ewentualne różnice wielkości białek można 
wytłumaczyć stosunkowo długim wydłużeniem (54 aa), to dla Mtr4 przewidziano bardzo 
krótkie NTE (3 i 6 aa). Dodatkowo, biorąc pod uwagę masę cząsteczkową Mtr4 (122 kDa), 
wydaje się niemożliwe aby spowolnienie migracji było zależne jedynie od sekwencji 
aminokwasowej białka. Postanowiono więc sprawdzić, czy za obserwowany efekt 
odpowiedzialne są modyfikacje post-translacyjne Mtr4. 
 Z powodu bardzo krótkiej sekwencji NTE (IDYIRR) ilość miejsc potencjalnych 
modyfikacji jest bardzo ograniczona. Wybrano dwie możliwe modyfikacje post-translacyjne: 
glikozylację/glikację, prowadzącą do przyłączenia długich łańcuchów cukrowych (Gomes  
et al., 2015) oraz fosforylację, która jest jedną z najbardziej powszechnych modyfikacji post-
translacyjnych białek (Humphrey et al., 2015). Frakcje cytozolową (C) oraz zagęszczoną 
mitochondrialną (D), uzyskane w wyniku frakcjonowania ekstraktu komórkowego szczepu 
Mtr4-TAP, poddano działaniu endoglikozydazy H (EndoH) odcinającej łańcuch cukrowy oraz 
 - 70 - 
 
białkowej fosfatazy LPP faga Lambda, a następnie rozdzielono w 8% denaturującym żelu 
poliakrylamidowym SDS-PAGE w celu porównania różnic w migracji między formami 
cytozolową a mitochondrialną. Mtr4, znakowane na końcu C znacznikiem TAP-tag, 
wykrywano przy użyciu techniki western blot, korzystając z przeciwciał PAP, tak jak przy 
wcześniejszych analizach (Fig 23). Spodziewano się, że w przypadku zaistnienia danej 
modyfikacji, różnice w migracji między formą mitochondrialną a cytozolową nie będą 
widoczne po inkubacji z odpowiednim enzymem. 
 
 
Fig 23. Analiza modyfikacji post-translacyjnych izoform Mtr4. Analiza western-blot. „Frakcjonowanie” 
oznacza frakcje nietraktowane enzymami. EndoH – endoglikozydaza H, LPP – białkowa fosfataza faga Lambda. 
Do inkubacji z enzymami użyto frakcji cytozolowej (C) i zagęszczonej mitochondrialnej (D). Ilv2 i Sgt2 jak  
dla Fig 12.  
 
Uzyskane wyniki nie pozwalają jednak jednoznacznie stwierdzić, którym z tych 
dwóch modyfikacji podlega mitochondrialny wariant Mtr4. Brak różnicy w migracji między 
formą cytozolową a mitochondrialną we frakcjach traktowanych EndoH wskazuje  
na glikozylację/glikację, jednakże może to być też artefakt, wynikający z zaburzeniami 
rozdziału elektroforetycznego np. z nierównomiernego rozkładu napięcia w żelu. Interesujące 
jest to, że sygnały po trawieniu EndoH zarówno dla formy cytozolowej jak i mitochondrialnej 
obserwuje się na tej samej wysokości jak dla frakcji mitochondrialnej, nietraktowanej żadnym 
z enzymów. Może to wskazywać na odwrotną sytuację niż zakładano na początku: 
modyfikacjom ulega kanoniczna forma białka, co powoduje zmianę właściwości  
fizyko-chemicznych i w efekcie zmianę prędkości migracji żelu (w tym przypadku 
przyspieszenie). Jednakże uzyskanie jednoznacznych wyników wymaga dalszych badań, 
łącznie z analizą spektrometrii mas oczyszczonej izoformy mitochondrialnej i cytozolowej. 
Uzyskane dane stanowią wyniki wstępne, będące początkiem badania nowych własności  
i funkcji białek NTE. 
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Podsumowując, białka MT-NTE nie tylko lokalizują się w mitochondriach,  
ale również pełnią w nich funkcje. Brak niektórych z nich (Trz1, Lsm1, Lsm6, Atg1 i Mtr4) 
wpływa znacząco na funkcjonowanie mitochondriów i wywołuje fenotyp defektu 
oddechowego. 
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5. Konserwacja NTE u wyższych eukariontów 
 Analizy bioinformatyczne jak i biochemiczne przeprowadzone do tej pory wskazały, 
jak powszechne jest zjawisko wykorzystywania niekanonicznych kodonów w inicjacji 
translacji wydłużonych izoform białek o lokalizacji mitochondrialnej u drożdży S. cerevisiae. 
Postanowiono sprawdzić, czy obecność NTE i MTS w ich obrębie jest konserwowana  
u wyższych eukariontów. Skupiono się na wybranych drożdżowych białkach z puli MTS+, 
które mają udokumentowane ludzkie homologi zdeponowane w bazie ENSEMBL 
(Cunningham et al., 2019). Sprawdzono dwa możliwe scenariusze: 1) udokumentowana 
lokalizacja mitochondrialna danego homologa w formie podstawowej. 2) lokalizacja 
mitochondrialna wydłużonej na końcu N izoformy, powstałej w wyniku startu syntezy białka 
z non-AUG aTIS. Potencjalne aTIS wykryto używając programu PreTIS (Reuter et al., 2016), 
a sygnał lokalizacji mitochondrialnej został wyliczony za pomocą MitoProt II, TargetP  
i MitoFates. Znaleziono homologi dla 71 białek drożdżowych z puli MTS+, posiadających 
łącznie 115 ludzkich homologów (Tabela 13). Ich analiza ujawniła, że więcej niż połowa 
może lokalizować się w mitochondriach, z czego 26 białek drożdżowych posiada ludzkie 
homologi, których formy podstawowe mają lokalizację mitochondrialną, zaś 22 kierowane  
są do mitochondriów pod postacią NTE (Tabela 12). 
 
Kategoria Opis Ilość Lista białek drożdżowych 
Bez MTS 




Alg13, Avt5, Bur6, Cdc27, Crc1, Csl4, Fol2, Mrc1, 
Msn5, Nth2, Orc2, Per1, Pex13, Rbk1, Rnh1, Rpp0, 




NTE według PreTIS 
16 
Bur6, Cdc21, Cdc27, Csl4, Dip2, Erb1, Fol2, Mrc1, 
Nnr1, Nsg1, Nsg2, Nth2, Per1, Pex13, Rbk1, Syf1 
MTS+ 
Białka którym nadano 
parametr MTS+ 
według takich samych 
reguł jak dla drożdży 
18 
Are1, Atg8, Car2, Cdc10, Chk1, Cit2, Emc3, Emc6, 
Hsl7, Npr2, Pby1, Pmt2, Prp43, Ptc1, Rpn6, 
Rps19a, Rrt12 
MTS w formie 
podstawowej 
MTS (MitoProt II, 
TargetP lub 
MitoFates) > 0,3 
30 
Acc1, Ala1, Bim1, Bpl1, Cdc14, Cdc21, Cdc31, 
Ceg1, Dip2, Erb1, Gdt1, Gpi8, Grs1, Has1, Lrp1, 
Mak5, Nnr1, Nsg1, Nsg2, Pcs60, Rad5, Rpl3, 




MTS+ + MTS w 
formie podstawowej 
48 - 
Tabela 12. Analiza konserwacji MTS na NTE wśród genów z puli MTS+ (białka drożdżowe). Otrzymane 
wyniki podzielono na kilka kategorii w zależności od obecności MTS. „Ilość” oznacza liczbę białek 
drożdżowych, które posiadają ludzkie homologi spełniające parametry, opisane dla danej kategorii. Wartość  
ta jest tożsama z ilością wypisanych białek w kolumnie „Lista białek drożdżowych”. We wierszu „Posiadające 
MTS” nie podano listy białek, by nie powtarzać danych. 
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Kategoria Opis Ilość Lista białek ludzkich 
Bez MTS 




AARS, ALG13, CDC27, CLSPN, COPS2, DHX32, 
DRAP1, DUSP11, EXOSC1, GABARAPL1, 
GABARAPL2, GCH1, INSIG1, LGMN, 
MAP1LC3B, MAP1LC3B2, MIOS, NSF, ORC2, 
PEX13, PGAP3, PIK3R4, POMT1, PPM1E, 
PPM1F, PPM1L, RBKS, RNH1, RPLP0, RPS7, 
SBK1, SBK2, SBK3, SEPT1, SEPT2, SEPT4, 
SEPT9, SLC25A20, SLC25A29, SLC25A47, 
SLC38A7, SLC38A8, SNRPD3, SOAT1, SOAT2, 




NTE według PreTIS 
43 
AARS2, ACACB, BOP1, CDC14B, CDC27, 
CETN1, CETN2, CLSPN, COPS2, DRAP1, 
DUSP11, DUSP23, EXOSC1, GABARAPL2, 
GCH1, INSIG1, INSIG2, MAP1LC3B, 
MAP1LC3B2, MAP1LC3C, NAXE, PEX13, 
PGAP3, PIGK, PPM1E, PPM1F, RBKS, RPL3L, 
SBK2, SBK3, SEPT1, SGK3, SLC25A29, 
SLC25A47, SLC38A8, SOAT1, SOAT2, THOC3, 
TREH, TYMS, WDR3, XAB2, YJEFN3 
MTS+ 
Białka którym nadano 
parametr MTS+ 
według takich samych 
reguł jak dla drożdży 
17 
CHEK1, CS, DQX1, EMC3, EMC6, GABARAP, 
ILKAP, NPRL2, OAT, PCSK9, POMT2, PRMT5, 
PSMD11, RPS19, SEPT3, SEPT7, TTL 
MTS w formie 
podstawowej 
MTS (MitoProt II, 
TargetP lub 
MitoFates) > 0,3 
43 
AARS2, AC000093.1, ACACA, ACSF2, ACSF3, 
BOP1, C1D, CDC14A, CDC14B, CETN1, CETN2, 
CETN3, CRTF, DDX18, DDX24, DGAT1, 
DUSP23, ELAC2, EPHX3, GARS, HLCS, HLTF, 
INSIG1, MAP1LC3A, MAP1LC3C, MAPRE1, 
MAPRE2, MAPRE3, NAXE, PIGK, RNGTT, 
RPL3,  RPL3L, RPL7L1, SEPT12, SEPT5, SGK1, 




MTS+ + MTS w 
formie podstawowej 
60 - 
Tabela 13. Analiza konserwacji MTS w obrębie NTE wśród genów z puli MTS+ (białka ludzkie). 
Otrzymane wyniki podzielono na kilka kategorii w zależności od obecności MTS. „Ilość” oznacza liczbę białek 
ludzkich, spełniających parametry, opisane dla danej kategorii. Wartość ta jest tożsama z ilością wypisanych 
białek w kolumnie „Lista białek ludzkich”. We wierszu „Posiadające MTS” nie podano listy białek,  
aby nie powtarzać danych 
 
Wiele z otrzymanych w analizie konserwacyjnej białek jest kluczowe dla biogenezy 
mitochondriów, m.in. dojrzewania rybosomów czy syntezy mitochondrialnych kwasów 
tłuszczowych. Lokalizacja niektórych z nich, np. ACACA (homolog drożdżowego Acc1)  
czy ELAC2 (homolog Trz1), została potwierdzona eksperymentalnie (Brzezniak et al., 2011; 
Monteuuis et al., 2017). 13 z nich (w tym 2 z grupy MTS+) znaleziono w bazie MitoCarta, 
gromadzącej informacje o białkach mitochondrialnych u ssaków (Calvo et al., 2016). 
Ponadto, wiadomo także, ze ludzki eukariotyczny czynnik inicjujący eIF5A1, który nie został 
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ujęty w analizie, posiada izoformę, lokalizującą się w mitochondrium dzięki NTE (Pereira  
et al., 2016).  
Wyniki te wskazują na to, że dane uzyskane dla drożdży mogą służyć jako punkt 
wyjściowy do identyfikacji ludzkich białek, których lokalizacja i funkcje mitochondrialne są 
dotychczas nieznane. Pozwoli to na lepsze zrozumienie działania mitochondriów oraz 
związanych z nimi chorób.  
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6. Podsumowanie 
Dotychczas sądzono, że wykorzystanie kodonów non-AUG podczas inicjacji translacji 
w komórkach eukariotycznych do produkcji wydłużonych form białek jest zjawiskiem 
marginalnym. Przeprowadzone badania, zarówno bioinformatyczne jak i eksperymentalne, 
wskazują na to, że u drożdży S. cerevisiae translacja z niekanonicznych kodonów jest 
zdecydowanie bardziej powszechna niż się wydawało. Badania bioinformatyczne wykazały, 
że 2/3 białek w proteomie drożdżowym może zyskiwać wydłużenia na końcu N (NTE),  
a ponad 500 z nich w formie wydłużonej zyskuje lokalizację mitochondrialną. Potwierdzono 
eksperymentalnie lokalizację mitochondrialną dla 23 białek, a dla trzech z nich pokazano,  
że to forma wydłużona lokalizuje się w mitochondriach, podczas gdy kanoniczna znajduje się 
w cytozolu. Co istotne, izoformy białek powstałe w wyniku inicjacji translacji z kodonów 
non-AUG, poza lokalizacją mitochondrialną zyskują również funkcje w mitochondriach. Brak 
niektórych białek prowadzi do defektu oddechowego, tzw. fenotypu petite. Sposród 600 
genów pet, ponad połowa to białka NTE, co wskazuje na funkcje mitochondrialne tych białek. 
Podsumowjąc, zjawisko wykorzystywania kodonów niekanonicznych w starcie syntezy białek 
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Dyskusja 
1. Synteza białek NTE zwiększa różnorodność proteomu 
Wraz ze wzrostem złożoności organizmów zwiększa się też kompleksowość 
mechanizmów ekspresji genów. Dawny dogmat „jeden gen = jedno białko” jest od dłuższego 
czasu nieaktualny, szczególnie po poznaniu mechanizmów alternatywnej transkrypcji, 
splicingu czy translacji, które pozwalają na zwiększenie różnorodności proteomu przy 
zachowaniu tej samej ilości informacji w genomie (Mouilleron et al., 2016). W wyniku tych 
procesów powstaje wiele nowych izoform białek o odmiennej lokalizacji, stabilności  
czy funkcji (de Klerk i ’tHoen, 2015). Ponadto, stale odkrywane są nowe mechanizmy 
zwiększające różnorodność proteomu, jak chociażby synteza krótkich białek i peptydów  
na matrycy transkryptów wcześniej uznawanych za niekodujące (Pueyo et al., 2016; Plaza  
et al., 2017). Profilowanie rybosomów (Ribo-seq) umożliwia policzalne mapowanie miejsc 
translacji i pozwala na obserwację zdarzeń zachodzących poza głównym ORF, w tym szeroko 
pojęte użycie alternatywnych miejsc inicjacji translacji (aTIS) (Ingolia et al., 2009; Ingolia  
et al., 2011; Lee et al., 2012; Fritsch et al., 2012; Ingolia et al., 2014; Michel et al., 2014; 
Wang et al., 2016; Guenther et al., 2018). Zaskakujące jest, że kodony non-AUG stanowią 
połowę wszystkich aTIS i ponad 70% z tych położonych powyżej kanonicznego miejsca 
startu. Głownym mechanizmem wykorzystywania kodonów niekanonicznych w inicjacji 
translacji jest najprawdopodobniej przepuszczające skanowanie, dzięki któremu część 
rybosomów inicjuje syntezę białka z kodonów niepokrewnych w słabym kontekście Kozak, 
podczas gdy główny TIS znajduje się w kontekście optymalnym (Kozak, 2002). 
Wykorzystanie aTIS zależy również od długości 5’UTR, który może być niejednorodny  
w wyniku występowania licznych miejsc startu transkrypcji (Rojas-Duran i Gilbert, 2012; 
Kurihara et al., 2018).  
Wysokoprzepustowe badania obejmujące wyliczenia bioinformatyczne, analizy 
profilowania rybosomów i badania proteomiczne, zwłaszcza mapowanie końców N białek, 
wskazują na powszechność niekanonicznych zjawisk translacyjnych w wyniku których 
powstają wydłużone bądź skrócone na końcu N izoformy białek o potencjalnie nowych 
właściwościach (Kochetov et al., 2005; Oyama et al., 2007; Wamboldt et al., 2009; Ivanov  
et al., 2011; Fritsch et al., 2012; Fournier et al., 2012; Kazak et al., 2013; Menschaert et al., 
2013; Koch et al., 2014; Van Damme et al., 2014; Hsu et al., 2016; Wang et al., 2016; 
Sendoel et al., 2017; Zhang et al., 2017; Tang et al., 2017; Yeom et al., 2017; Na et al., 2018; 
Guenther et al., 2018; Spealman et al., 2018; van der Horst et al., 2019). Większość tych 
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analiz przeprowadzono dla organizmów wyższych, głównie komórek ludzkich (także 
nowotworowych), ale również dla myszy, drożdży, roślin (Arabidopsis thaliana),  
czy owadów (Drosophila melanogaster). Badania przedstawione w tej pracy wpisują się  
w najnowsze trendy badań dotyczących translacji i polegających na wyszukiwaniu 
alternatywnych ścieżek syntezy białek w skali globalnej. 
Analizy bioinformatyczne dostępnych danych z profilowania rybosomów dla  
S. cerevisiae potwierdzają powszechność wykorzystywania kodonów non-AUG w inicjacji 
translacji (Monteiuus, Miścicka et al., 2019). Okazuje się, że 10% przewidzianych aTIS jest 
wykorzystywana w normalnych warunkach, a można założyć, że w warunkach stresowych ich 
liczba znacznie wzrośnie. Analizy te wskazują, że wydłużone izoformy powstające  
z dodatkowego aTIS położonego powyżej standardowego kodonu AUG są wyrażane dla  
123 białek MTS+ i 34 białek MTS-, dotyczy to także wielu z przebadanych eksperymentalnie 
białek, np. Trz1, Gpp1, Gpp2, Trm3 czy Lsm4. Sprawdzono również występowanie 
wewnętrznych kodonów AUG położonych poniżej kodonu kanonicznego, których 
wykorzystanie może prowadzić do powstania skróconych form białek (ang. N-terminally 
truncated, NTT). Wyliczenia bioinformatyczne wykazały 4 049 takich przypadków w całym 
genomie drożdżowym, a dane Ribo-seq potwierdziły syntezę 301 białek NTT. 
Przeprowadzono również analizę kontestów Kozak (sekwencja od -6 nukleotydu do +4) dla 
każdej przewidzianej izoformy. Wbrew oczekiwaniom okazało się, że sekwencja Kozak nie 
jest jednak szczególnie istotna dla wyboru kodonów inicjujących u drożdży S. cerevisiae 
(Monteiuus, Miścicka et al., 2019). 
 
2. Czynniki wpływające na wybór aTIS u drożdży 
Wykorzystywanie aTIS jest zdecydowanie lepiej zbadane w komórkach ludzkich niż  
u drożdży, stąd o wiele więcej wiadomo o ludzkich czynnikach regulujących to zjawisko 
(Sriram et al., 2018). W przypadku drożdży, ostatnie badania pokazały, że wybór kodonów 
spokrewnionych na miejsca inicjacji translacji zarówno w przypadku ekspresji uORF jak  
i NTE jest kontrolowany przez helikazę RNA Ded1 z rodziny DEAD-box (Guenther et al., 
2018). Warto wspomnieć, że wybór aTIS może być szczególnie istotny podczas stresu  
(np. oksydacyjnego, odpowiedzi na niesfałdowane białka czy podczas głodzenia) lub  
w trakcie cyklu komórkowego (np. mejozy), kiedy dochodzi do przebudowania proteomu  
w odpowiedzi na zmianę warunków komórkowych (Ingolia et al., 2009; Gerashchenko et al., 
2012; Andreev et al., 2015; Pakos-Zebrucka et al., 2016; Starck et al., 2016; Van Dalfsen  
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et al., 2018; Guenther et al., 2018; Crawford i Pavitt, 2019). Relatywnie dobrze poznana jest 
rola uORF w różnorakich aspektach regulacji translacji, jednak znaczenie form białkowych 
wydłużonych na końcu N wciąż nie jest w pełni poznane. 
Najnowsze badania nad strukturą rybosomów wskazują na ich heterogenność pod 
kątem kompozycji białkowej, co znacząco wpływa na ich funkcje. Coraz więcej mówi się  
o wyspecjalizowanych rybosomach (Emmott et al., 2019), które powstają de novo  
do pełnienia określonych funkcji (np. syntezy białek mitochondrialnych), albo są generowane 
poprzez przebudowanie istniejących rybosomów w warunkach stresowych (Ferretti et al., 
2017; Samir et al., 2018; Segev i Gerst, 2018; Ferretti et al., 2018). Białko Rps26, będące 
składnikiem małej podjednostki rybosomu, bierze udział w rozpoznaniu przez kompleks 
preinicjujący (PIC) kontekstu Kozak w cząsteczkach mRNA, które kodują kluczowe geny 
szlaków metabolicznych. Rybosomy pozbawione Rps26, powstające w warunkach 
stresowych, są mniej wrażliwe na zmiany w sekwencji Kozak i mogą inicjować translację  
z kodonów położonych w znacznie słabszych kontekstach, regulując w ten sposób odpowiedź 
na stres solny czy zasadowy odczyn pH (Ferretti et al., 2017; Ferretti et al., 2018). 
Budowa PIC ma znaczenie również przy wyborze kodonów niekanonicznych. 
Kompleks preinicjujący ulega przebudowaniu po zakończeniu skanowania (z pozycji POUT)  
i wyborze kodonu inicjującego zarówno kanonicznego, jak i non-AUG (na pozycję PIN) 
(Bowen et al., 2015; Llácer et al., 2018). Niezwykle istostny jest udział poszczególnych 
czynników inicjujących na danym etapie inicjacji translacji. Kluczowym czynnikiem, 
wpływającym na wybór kodonów niepokrewnych jest eIF1. Pojedyncze mutacje w pętli 1 i 2 
eIF1 znacząco zwiększają częstość wyboru na miejsce startu kodonu UUG i stabilizację 
całego kompleksu nawet w słabym kontekście Kozak (Thakur i Hinnenusch, 2018).  
 
3. W wyniku inicjacji translacji z kodonów startu non-AUG powstaje wiele 
białek o lokalizacji mitochondrialnej  
Na podstawie przeprowadzonych badań można przedstawić następujący model 
opisujący lokalizację białek MT-NTE (mitochondrialnych NTE). W przypadkach, gdy  
w obrębie mRNA znajdują się dwa kodony startu translacji – kanoniczny AUG (TIS)  
i położony powyżej w tej samej ramce odczytu niekanoniczny non-AUG (aTIS) – 
syntetyzowane są dwie izoformy białkowe, kanoniczna i wydłużona, zawierająca wydłużenie 
na końcu N (ang. N-terminal extension, NTE). Alternatywne miejsce startu translacji jest 
używane w znacznie mniejszym stopniu niż TIS. NTE może zawierać nowy sygnał lokalizacji 
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komórkowej, którym w przypadku białek MT-NTE jest MTS, dzięki któremu wydłużona 
izoforma lokalizuje się w innym organellum niż forma kanoniczna (Fig 25). 
 
Fig 25. Schemat podwójnej lokalizacji białek u drożdży wynikającej z użycia dwóch TIS. W wyniku startu 
translacji z niekanonicznego i kanonicznego kodonu startu powstają dwie izoformy białka o różnej lokalizacji, 
wydłużona i kanoniczna.  Na schemacie komórki drożdżowej pokazano przykładową lokalizację izoformy 
kanonicznej w jądrze komórkowym (oznaczonym na żółto), a wydłużonych izoform w mitochondriach (brązowe 
elipsy). Legenda: żółty prostokąt - ORF w obrębie mRNA; zielone prostokąty - białka powstałe po translacji; 
jaśniejsze kolory - wydłużenie na końcu N (NTE, ang. N-terminal extension) powstałe w wyniku niekanonicznej 
translacji; pomarańczowe prostokąty - sygnały lokalizacji komórkowej.  
  
Ogólnie białka NTE mogą zyskiwać wiele różnych funkcji, lecz do tej pory 
przewidziano głównie lokalizację mitochondrialną, którą w kilku przypadkach potwierdzono 
eksperymentalnie u ssaków, roślin i drożdży (Natsoulis et al., 1986; Chaton et al., 1988; Tang 
et al., 2004; Chang i Wang, 2004; Kochetov et al., 2005; Wamboldt et al., 2009; Kazak et al., 
2013; Suomi et al., 2014; Kritsiligkou et al., 2017). Przeprowadzone analizy in silico, poparte 
danymi z profilowania rybosomów, wskazują na to, że w komórkach drożdżowych tysiące 
 - 80 - 
 
genów posiada więcej niż jeden TIS, których wykorzystanie prowadzi do powstania setek 
izoform białkowych, w tym wielu mitochondrialnych. Potwierdzono eksperymentalnie 
lokalizację mitochondrialną większości wybranych białek, wskazując na istotny udział NTE  
i znajdującego się w jego obrębie MTS w tym procesie (Monteuuis, Miścicka et al., 2019). 
Warto dodać, że wydłużenia na końcu N mogą nieść również inne sygnały lokalizacji 
komórkowej jak i motywy strukturalne czy funkcjonalne domeny. Tak jest w przypadku 
długiej izoformy Kgd4, której NTE powstałe w wyniku inicjacji z kodonu UUG bierze udział 
w formowaniu domeny kotwiczącej do błony mitochondrialnej (Heublein, 2014; Heublein  
et al., 2014; Heublein et al., 2019). 
Wyniki przedstawione w pracy wskazują również białka, które transportowane są  
do mitochondriów pomimo braku wykrywalnego MTS zarówno w formie podstawowej jak  
i wydłużonej (Air2, Naf1, Nrd1, Rna14, Rna15). Pozwala to wysnuć hipotezę o możliwości 
transportu niektórych białek do mitochondriów pod postacią całych kompleksów. Białko Air2 
jest składnikiem kompleksu TRAMP (ang. Trf4/Air2/Mtr4p Polyadenylation complex), 
zaangażowanego w obróbkę i degradację RNA w jądrze komórkowym (Vanácová et al., 
2005; LaCava et al., 2005; Jia et al., 2011). Kompleks TRAMP składa się z białek Trf4/Trf5, 
Air1/Air2 oraz Mtr4, dla którego potwierdzono w tej pracy lokalizację mitochondrialną  
za pośrednictwem MTS znajdującego się w obrębie NTE. Ponadto, mimo że Trf4 nie ma 
przewidzianej formy NTE, według MitoProt II posiada bardzo silny sygnał lokalizacji 
mitochondrialnej (0,914; 0,201 według TargetP i 0,000 według MitoFates). Możliwe,  
że pozostałe składniki kompleksu TRAMP, włączając zbadane Air2 i Trf4, kierowane są  
do mitochondriów jako cały kompleks za pośrednictwem Mtr4. Kolejne białko Naf1, 
niezbędne do dojrzewania niekodujących RNA takich jak rRNA, tRNA i snoRNA (Fatica  
et al., 2002), oddziałuje fizycznie z białkiem Cbf5 (Fatica et al., 2002; Yang et al., 2005), 
które należy do puli MTS+ i jest zakwalifikowane do klasy 4 według badań proteomu 
mitochondrialnego (Morgenstern et al., 2017). Z kolei Nrd1 jest składnikiem kompleksu NNS 
(Nrd1, Nab3, Sen1), który wraz z egzosomem pośredniczy w formowaniu końca 3’ 
niektórych niekodujących RNA (Vasiljeva et al., 2008). Nrd1 i Nab3 zostały zidentyfikowane 
w proteomie mitochondrialnym i zaliczone, odpowiednio, do klasy 3 i 4 (Morgenstern  
et al., 2017). Co istotne, kompleks NNS oddziałuje z kompleksem TRAMP (Vasiljeva et al., 
2008) i również może być kierowany do mitochondriów za pośrednictwem Mtr4.  
W przypadku Rna14 i Rna15, które są składnikami czynnika cięcia i poliadenylacji CF I 
odpowiedzialnego za formowanie końca 3’ cząsteczek mRNA (Gross i Moore, 2001), 
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wiadomo jest, że Rna14 jest obecne w mitochondriach, ale mechanizm lokalizacji nie jest 
znany (Rouillard et al., 2000; Brendolise et al., 2002). Samo białko Rna15 ma dość wysoki 
MTS w formie podstawowej (0,577 według TargetP).  
Możliwe jest, że w przypadku innych kompleksów również zachodzą podobne 
zależności. Ciekawym przypadkiem są białka Lsm, które tworzą dwa kompleksy i biorą 
udział w splicingu pre-mRNA w jądrze komórkowym (kompleks złożony z białek Lsm2-8) 
lub w degradacji mRNA w cytoplazmie (kompleks złożony z białek Lsm1-7) (Tharun, 2009). 
Interesujące jest, że wszystkie białka z rodziny Lsm mają przewidziany NTE, a trzy z nich 
należą do kategorii MTS+ (Tabela 14). Dla Lsm1 oraz Lsm4 potwierdzono lokalizację 
mitochondrialną w tej pracy (Fig 12-13), a dla Lsm1 dodatkowo pokazano, że tylko forma 
wydłużona lokalizuje się w mitochondriach (Fig 14). W przypadku Lsm6 zaobserwowano 
niewielki defekt oddechowy w szczepie lsm6∆, a LSM1 jest znanym genem pet (Dimmer  
et al., 2002; Merz i Westermann, 2009). Kolejne przeprowadzone przez nas badania 
potwierdziły lokalizację mitochondrialną dla Lsm1, Lsm3, Lsm4 oraz Lsm7, i wykazały,  
że Lsm8 nie jest obecne w tym przedziale komórkowym, natomiast ustalenie lokalizacji 
Lsm2, Lsm5 i Lsm6 wymaga dalszych badań (Edwalds-Gilbert, Miścicka, Kufel, dane 
nieopublikowane). Możliwe jest więc, że w mitochondrium istnieje alternatywny kompleks 
Lsm, lecz jego kompozycja i rola nie zostały jeszcze w zbadane. 
 




Długość NTE Klasa 
(Morgenstern et al., 2017) 
Lsm1 0,082 0,291 5, 21 Klasa 3 
Lsm2 0,076 0,043 10, 19, 23 Klasa 3 
Lsm3 0,036 0,151 14, 16, 22 Klasa 3 
Lsm4 0,042 0,190 6, 11, 17, 18 - 
Lsm5 0,111 0,076 11, 13 Klasa 3 
Lsm6 0,078 0,399 1, 13, 18, 20, 37, 47 Klasa 3 
Lsm7 0,036 0,100 5, 11 - 
Lsm8 0,080 0,097 19, 26 - 
Tabela 14. Składniki kompleksu Lsm wraz z NTE i wyliczonym MTS. Opis analogicznie do Tabeli 9.  
Na żółto zaznaczono białka zaliczone do kategorii MTS+. 
 
4. Funkcje mitochondrialnych izoform białkowych 
Wiele białek MTS+, o potencjalnej lokalizacji mitochondrialnej, odgrywa istotną rolę 
w obróbce RNA (Tabela 15). Według SGD ponad 20 białek z puli MTS+ jest 
zaangażowanych w różne etapy dojrzewania rybosomów. Podczas gdy dotychczas opisano 
ponad 200 czynników niezbędnych do formowania rybosomów cytoplazmatycznych, 
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biogeneza rybosomów mitochondrialnych wciąż jest słabo poznana i tylko udział nielicznych 
białek jest dobrze opisany (Fernández-Pevida et al., 2015).  
Kolejnymi ciekawymi białkami MTS+ związanymi z metabolizmem RNA są  
te zaangażowane w transkrypcję przez polimerazę II RNA, splicing pre-mRNA oraz obróbkę  
i degradację RNA. W tym momencie trudno jest przewidzieć dokładną funkcję tych białek  
w metabolizmie mitochondrialnych RNA, ale przynajmniej kilka z nich ma udokumentowaną 
aktywność mitochondrialną. Wśród nich są aminoacylazy tRNA: Hts1, Vas1, Ala1 i Grs1, 
pełniące analogiczne fukcje w cytoplazmie (Tang et al., 2004; Chang i Wang, 2004; Natsoulis 
et al., 1986; Chatton et al., 1988), oraz Trz1 i Sen2, które biorą udział w dojrzewaniu 
mitochondrialnych transkryptów (Yoshihisa et al., 2003; Skowronek et al., 2014). 
Rybonukleaza Rnh1 (RNaza H1), rozpoznająca i tnąca hybrydy RNA:DNA, jest 
zaangażowana w usuwanie pętli R w mitochondriach (El Hage et al., 2014), a spliceosomalna 
helikaza RNA Prp43 z rodziny DEAH-box bierze udział w procesie apoptozy  
w mitochondriach (Heininger, 2016). Z kolei Jsn1, cytoplazmatyczne białko wiążące RNA  
z rodziny Puf, pośredniczy w lokalizowaniu kompleksu Arp2/3 w mitochondriach 
(Fehrenbacher et al., 2005). Warto podkreślić, że ludzkie homologi tych czynników,  
a dokładnie endonukleaza tRNA RNaza ZL, RNaza H1 i helikaza DHX15, mają podwójną 
jądrowo-mitochondrialną lokalizacją i znane funkcje mitochondrialne (Cerritelli et al., 2003; 
Rossmanith, 2011; Mosallanejad et al., 2014; Holmes et al., 2015). Pełna lista białek MTS+ 
zaangażowanych w metabolizm RNA została przedstawiona w Tabeli 15. 
Funkcja Geny 
Transkrypcja MED4, MED8, PGD1, ROX3, SOH1, TAH1 
Splicing  CWC23, DRN1, NPL3, NTC20, PRP22, PRP39, PRP43, PUS7, SYF1, 
SYF2, USB1 
Biogeneza i funkcje 
rybosomów  
CBF5, DBP9, DIB1, DIP2, ERB1, ESF1, HAS1, MAK5, NOP19, NOP9, 
PNO1, PUF4, RDS3, RPL3, RPL7B, RRP36, RRP8, SPB4, TRS4, UTP10, 
UTP4 
Dojrzewanie, splicing i 
modyfikacje tRNA 
ALA1, ATS1, DUS1, GRS1, KAE1, MES1, MSN5, PCC1, PPM2, PTC1, 
SEN15, SEN2, SOL1, STP3, TRM3, TRM82, TRZ1, WRS1, YDR341C 
Translacja DED1, DOM34, ELP6, SFL1, SLH1, TIF1 
Degradacja RNA  CEG1, FIR1, LSM1, LSM4, LSM6, MMS1, MOT2, MTR4, NDM4,  
POP2, STO1, SUP35  
Egzosom CSL4, LRP1, RRP45, SKI3  
Inne BFR1, CTR9, EAR1, HPC2, JSN1, MOT1, NAB6, NET1, PBY1, RIE1, 
RNH1, RPB8, RPO31, RTC3, SHE2, SUB1 
Tabela 15. Geny, kodujące białka MTS+ zaangażowane w metabolizm RNA. W kolumnie „Geny” wypisano 
te, zaliczone do kategorii MTS+, pogrupowane według określonej funkcji w obróbce RNA (kolumna „Funkcja”). 
 
Nie tylko białka zaangażowane w metabolizm RNA lokalizują się i pełnią funkcje  
w mitochondriach. Również enzymy szlaku syntezy kwasów tłuszczowych, takie jak Ayr1 
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(bifunkcjonalna lipaza triacyloglyrecylowa i reduktaza 1-acyl-DHAP), Hfa1 (karboksylaza 
acetyl-CoA), Crc1 (transporter karnityny) czy Hst4 (NAD(+)-zależna deacetylaza białkowa) 
mają udokumentowaną zarówno lokalizację jak i funkcję mitochondrialną (van Roermund   
et al., 1999; Zahedi et al., 2006; Soumi et al., 2014; Madsen et al., 2015). W mitochondriach 
gromadzą się także liczne białka odpowiedzi na stres (Hyr1, Trr1, Uth1, Hst4) (Pedrajas   
et al., 1999; Kissová et al., 2004; Trotter i Grant, 2005; Madsen et al., 2015; Kritsiligkou  
et al., 2017), podobnie jak transportery i białka pośredniczące w transporcie 
międzyorganellarnym (Pfk1, Yia6, Ymc1, Num1) (Graf et al., 1993; Brandina et al., 2006; 
Todisco et al., 2006; Lackner et al., 2013), czy białka zaangażowane w autofagię (Atg27) 
(Yen et al., 2007). 
Wstępne analizy ludzkich homologów drożdżowych białek MTS+ sugerują,  
że wykorzystanie aTIS do generowania izoform białkowych o odmiennej lokalizacji nie jest 
charakterystyczne jedynie dla drożdży, tym bardziej, że w komórkach ludzkich istnieje 
znacznie więcej możliwości syntezy alternatywnych izoform białkowych. W związku z tym, 
zastowana metoda badawcza umożliwia częściowe określenie potencjalnej lokalizacji 
mitochondrialnej białek, które nie są anotowane jako mitochondrialne. Można więc  
to podejście wykorzystać do identyfikacji czynników odpowiadających za choroby 
mitochondrialne, zwłaszcza że izoformy NTE-MTS są z reguły wyrażane na niskim poziomie, 
przez co są trudniejsze do zidentyfikowania jako patogenne. 
Podsumowując, uzyskano dane potwierdzające wielkość i złożoność proteomu 
mitochondrialnego u drożdży S. cerevisiae. Aby móc w pełni poznać to kompleksowe 
zjawisko konieczna jest dalsza analiza białek niemitochondrialnych o potencjalnej lokalizacji 
i funkcji w mitochondriach, a następnie zbadanie ich aktywności w mitochondriach. Warto 
pamiętać, że wydłużenia na końcu N przewidziane są dla ponad 4 000 białek drożdżowych, 
nie tylko potencjalnie mitochondrialnych. Bardziej odkrywcze może być zbadanie 
pozostałych właściwości nadanych przez NTE, takich jak sygnały kierujące do innych 
przedziałow komórkowych, dodatkowe domeny funkcjonalne i strukturalne, miejsca 
modyfikacji post-translacyjnych czy elementy decydujące o stabiliności białek. Szczególnie 
istotną kwestią, obecnie bardzo słabo rozpoznaną, jest całościowy wpływ tego "ukrytego"  
do tej pory proteomu na efektywne funkcjonowanie komórek eukariotycznych. 
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